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I Zusammenfassung  
Menthol bewirkt eine Kälteempfindung wenn es mit der Haut oder Schleimhaut in Berührung 
kommt. Der zugrunde liegende molekulare Mechanismus ist jedoch noch nicht vollständig 
geklärt. Die Inhibition von Ca2+-Kanälen mit der Folge einer Reduktion von Ca2+ abhängigen 
K+-Strömen wurde diskutiert. Außerdem zeigen Messungen an DRG-Neuronen eine Aktivier-
ung des TRPM8-(CMR1)Kanals durch Menthol sowie eine damit einhergehende Depolarisa-
tion der Zellmembran durch Ca2+-Einstrom. Darüber hinaus zeigen kürzlich publizierte Stu-
dien verschiedene Interaktionen von Menthol, wie die Exzitation  von TRPV3- und die Inhi-
bition von TRPA1- (ANKTM1) Kanälen. 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde Menthol verwendet,  um die Desensibilisierung auf 
die hypothalamische Zelllinie GT1-7 zu untersuchen. PCR, Ca2+-Imaging und die Patch-
Clamp Technik wurden dazu eingesetzt. In PCR Experimenten konnte die Expression von 
TRPM8-mRNA nachgewiesen werden, jedoch zeigte das Ca2+-Imaging keinen Anstieg von 
intrazellulärem Ca2+ während der Mentholapplikation. Die Patch-Clamp-Experimente zeigten 
eine starke Reduktion von Auswärtsströmen, die mit den bisherigen Annahmen über die 
Mentholwirkung über TRP-Kanäle nicht hinreichend erklärt werden können. Die Daten 
zeigen eine dosisabhängige Inhibition von spannungsabhängigen K+-Kanälen. Messungen mit 
einer K+-Konzentration von 140 mM in der Badlösung unterstützen dieses Konzept. Der 
Effekt auf K+-Kanäle blieb auch in Ca2+ freier Badlösung weitgehend erhalten. Um zu 
untersuchen, ob neben K+-Kanälen weitere Kanäle geblockt werden, wurden Na+-Ströme 
isoliert. Hierbei zeigte sich kein Effekt von Menthol auf Na+-Kanäle. 
Die zwei Hauptkomponenten des spannungsabhängigen K+-Stroms (delayed rectifier vom 
A- und DR-Typ) wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Aktivierungscharakteristiken un-
terschieden. Menthol blockt hauptsächlich die DR-Ströme, während die A-Ströme unberührt 
bleiben. In einer Dosis-Wirkungs-Kurve betrug der EC50-Wert aller geblockten Auswärts-
ströme 380 µM.  
Durch den Block des DR-Stroms kann sich die Form des Aktionspotentials verändern. 
Funktionell kann dies zu einem veränderten Feuermuster von einzelnen Neuronen und somit 
zu einer veränderten Hormonfreisetzung führen.  
 
Schlüsselwörter: whole-cell, GnRH, spannungsabhängige K-Kanäle, TRPM8, Aktionspo-
tential  
 2 
II Summary 
It is well known that menthol evokes a sensation of cold when applied to skin or mucosa. The 
underlying ionic mechanisms, however, are still under debate. Blockade of Ca2+ currents with 
reduction of Ca2+ dependent K+ currents have been discussed. Recordings from DRG neurons 
clearly demonstrated menthol induced activation of TRPM8 (CMR1) ion channels and 
depolarisation of the cell membrane caused by Ca2+ influx. Moreover, recent studies suggest 
multiple actions of menthol including, for example, excitation of TRPV3 and inhibition of 
TRPA1 (ANKTM1) channels. 
Here menthol was used as an agent to examine desensitization effects on a hypothalamic 
GT1-7 neuronal cell line by using PCR, Ca2+-Imaging and whole cell patch clamp techniques. 
PCR studies verified the expression of TRPM8 mRNA, but Ca2+-Imaging does not show an 
increase of intracellular Ca2+ during menthol application. The patch-clamp studies demon-
strated a pronounced reduction of an outward current which cannot be explained by the con-
ventional assumptions about the action of menthol via TRP channels. The data point to a dose 
dependent inhibition of voltage-dependent K+ channels which is completely reversible. Re-
cordings made under extracellular K+ concentration of 140 mM support this concept. Menthol 
effects occurred also in Ca2+ free bath solution. To examine whether menthol affects further 
currents besides K+, Na+ currents were isolated and are not affected by menthol.  
The two major voltage dependent K+-currents (delayed rectifier of A- and DR-current) 
were identified according to their different activation characteristics. Menthol blocks the ma-
jority of DR-currents, while the A-currents persist. In a dose response curve the EC50 value 
of all blocked outward-currents is 380 µM.  
As menthol blocks the DR-type K+ current, the shape of APs might be changed. Function-
ally, this could lead to different firing rates and patterns, which is thought to influence hor-
mone release.  
 
Keywords: whole-cell, GnRH, voltage dependent K+ channels, TRPM8, action potential
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1 Einleitung 
Die Geschichte der Elektrophysiologie begann in der zweiten Hälfte des 19. Jahrhunderts. 
Bereits 1852 gelang Hermann von Helmholtz die Bestimmung der Nervenleitgeschwindig-
keiten. Offiziell begründet wurde die Elektrophysiologie von Emil Heinrich du Bois-Rey-
mond gemeinsam mit Alexander v. Humboldt, Luigi Galvani und Alessandro Volta. Die For-
schung an Ionenkanälen begann erst Mitte des 20. Jahrhunderts und wurde maßgeblich durch 
die Arbeiten von Alan Lloyd Hodgkin und Andrew Fielding Huxley vorangetrieben. In den 
Jahren 1949 bis 1952 arbeiteten die Wissenschaftler gemeinsam mit Bernard Katz am Riesen-
axon des Tintenfisches und erarbeiteten die elektrophysiologischen Grundlagen des Aktions-
potentials. Hodgkin und Huxley erhielten gemeinsam mit John Carew Eccles 1963 den 
Nobelpreis für Medizin, Katz im Jahre 1970 (Hodgkin & Katz, 1949; Hodgkin & Huxley 
1952). Seit der Erfindung der Patch-Clamp Technik durch Erwin Neher und Bert Sackmann 
1974, die mit dem Nobelpreis 1991 ausgezeichnet wurde, stehen die Ionenkanäle im Mittel-
punkt der elektrophysiologischen Forschung. Roderick MacKinnon gelang mit seinen Arbei-
ten an der strukturellen Aufklärung einiger K+-Ionenkanäle ein weiterer Durchbruch, er wurde 
2003 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. 
Ionenkanäle sind für die Entstehung von Aktionspotentialen verantwortlich, was sie zu un-
entbehrlich wichtigen Membranproteinen erregbarer Zellmembranen, z.B. von Neuronen, 
macht. Darüber hinaus besitzen sie jedoch eine Fülle weiterer Funktionen. Ionotrope Rezepto-
ren sind Ionenkanäle, die gleichzeitig eine oder mehrere Bindestellen für Liganden wie Hor-
mone, Transmitter oder Pharmaka besitzen. Die chemische Signalübertragung an Synapsen, 
motorischen Endplatten oder die Kommunikation zwischen verschiedenen Systemen wie dem 
Nervensystem und dem Immunsystem beruhen auf diesen Eigenschaften von Ionenkanälen.  
Durch intrazelluläre Moleküle wie ATP, DAG, IP3, Ca2+ u.v.m. ist eine Zelle in der Lage, 
verschiedene Funktionszustände zu regulieren und den eigenen Erregungszustand zu modu-
lieren. Auch von extrazellulär nehmen viele Substanzen, wie z.B. Benzodiazepine an 
GABAA-Rezeptoren, einen modulierenden Einfluss auf Signalübertragungen. Diese Effekte 
können – auch wenn sie nur sehr klein sind – beträchtliches Ausmaß auf Aktionpotentialfre-
quenzen und -muster von Neuronenverbänden haben (Änderungen von periodischen, 
phasischen, burst- und chaotischen Mustern). Diese Aktionspotentialmuster sind wiederum 
verantwortlich für verschiedene oszillierende Rhythmen, wie die circardiane Rhythmik und 
die pulsatile GnRH-Freisetzung.  
Modulierende Effekte auf die Erregbarkeit von Neuronen gewinnen daher in der Forschung 
zunehmend an Wichtigkeit. Die zentralen Schrittmacherzentren des Hypothalamus und deren 
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verschiedene Rhythmen gehören zu den nicht vollständig verstandenen, komplexen Systemen 
in der Neurobiologie, speziell der Neuroendokrinologie. Diese Arbeit befasst sich mit der 
Modulation einer GnRH-sekretierenden neuronalen Zelllinie (GT1) durch Menthol, einer 
Substanz, die einen erfrischenden Kältereiz vermittelt und durch das Vorkommen in zahlrei-
chen Pharmaka und Genussmitteln große medizinische Bedeutung besitzt. Da die GT1-Zellli-
nie ursprünglich aus Hypothalamuszellen entstanden ist, wird im Folgenden zunächst ein 
Überblick über dem Hypothalamus mit seinen Funktionen gegeben. Im Anschluss daran wird 
auf den Besatz der GT1-Zellen mit Ionenkanälen und deren spezielle Eigenschaften einge-
gangen.   
   
1.1 Hypothalamus 
Im basalen Vorderhirn wird der Hypothalamus rostral durch das Chiasma opticum und 
caudal durch das Tegmentum des Mittelhirns begrenzt. Er umfasst nach dorsal den III. 
Ventrikel und geht nach ventral in das Infundibulum über, das in die Neurohyphophyse mün-
det. Der Hypothalamus besteht aus einer Vielzahl unterschiedlicher Kerne, die als Zentrum 
des vegetativen Nervensystems viele regulatorische und homöostatische Aufgaben besitzen. 
Dabei sind die Kerne untereinander und mit unzähligen Zentren des gesamten ZNS und der 
Peripherie verknüpft. Die Vielzahl der Funktionen sei hier nur kurz angesprochen, während 
die Steuerung der Reproduktion und die Homöostase der Temperaturregelung genauer be-
leuchtet werden, da dies zentrale Themen dieser Arbeit sind. 
Die Aufgaben des Hypothalamus sind:  
 
Aufgabe         Kerngebiete 
Homöostase  von Blutdruck und Osmolarität   Ncl. paraventricularis, 
          Ncl. supraopticus 
Regulation der Nahrungsaufnahme     Ncl. arcuatus 
          Ncl. paraventricularis 
Circadiane Rhythmik und Schlaf-/Wach-Rhythmus  Ncl. tuberomammillaris 
Emotionale Beteiligung      lat. & med. Hypothalamus 
Steuerung des Sexual- und Fortpflanzungsverhaltens disseminierte GnRH produzierende 
Zellen 
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1.1.1 Homöostase von Blutdruck und Osmolarität  
Über den Sympathikus und den Parasympathikus reguliert der Hypothalamus den Blutdruck 
und den Blutfluss (Steuerung des Herzminuntenvolumens, Tonus der glatten Muskulatur der 
Gefäße, Osmolarität des Blutes, glomeruläre Filtration in der Niere u.a.). Auch gehören hierzu 
die Salz- und Wasseraufnahme. Das Nonapeptid Vasopressin (Synonym: Antidiuretisches 
Hormon, ADH oder Vasopressin) wird vom Ncl. supraopticus und vom Ncl. paraventricularis 
gebildet und gelangt durch axonalen Transport über das Infundibulum in die Neurohypo-
physe. Dort wird es ins Blut abgegeben und bewirkt eine verstärkte Wasserretension durch 
GPCR vermittelten Einbau von Aquaporinen in Epithelzellmembranen von Sammelrohren 
und des distalen Tubulus der Niere. Die Osmolarität des Blutes sinkt durch die verminderte 
Wasserausscheidung.  
Als zentrale Steuerungshierarchie des Hypothalamus-, Hypophysen-, Nebennierenachse 
(HPA-Achse) nehmen hier Stressreaktionen durch die Ausschüttung von Corticotropin-Relea-
sing-Hormon (CRH) von hier ihren Ausgang.  
 
1.1.2 Regulation der Nahrungsaufnahme 
Die Füllung der Fettspeicher des Körpers bewirkt eine Ausschüttung von Leptin ins Blut. 
Im Hypothalamus fördert dieses Hormon die Expression des cocain/amphetamin related 
transcript (CART) und hemmt gleichzeitig die Freisetzung von Neuropeptid Y (NPY). Das 
durch NPY im Ncl. paraventricularis über den NPY Y1-Rezeptor vermittelte Hungergefühl 
wird inhibiert. Die durch CART erhöhte Ausschüttung von alpha-MSH, einem Peptid-Hor-
mon, signalisiert über den MC-4 Rezeptor im Ncl. paraventricularis Sattheit. Die Rolle des 
MC-4 Rezeptors bei genetisch bedingter Adipositas ist seit wenigen Jahren bekannt und der 
Funktionsverlust führt häufig zur eary onset-Form des Diabetes mellitus Typ II (Schioth et al, 
2003). Weitere wichtige modulatorische Effekte auf das Hungergefühl haben die zentralen 
Transmitterstoffe des Hypothalamus (NPY, Galanin, Orexin, Melanocortin) sowie die 
peripheren (CCK, Bombesin/GRP, Enterostatin and GLP-1). Auch monoaminerge Neu-
rotransmitter wie Serotonin (5-HT) und Noradrenalin (NA) spielen hier eine Rolle (Abb. 1.1) 
(Purves et al, 2004).  
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Abbildung 1.1 Regulation von Hunger und Sattheit im Hypothalamus 
Leptin aus den Fettzellen erregt den Leptinrezeptor im Ncl. arcuatus und fördert die α-MSH-Freisetzung und 
vermittelt damit ein Sattheitsgefühl über den MC4R im Ncl. paraventricularis. Leptin hemmt gemeinsam mit Peptid 
YY (PYY) aus dem Darm den Neuropeptid Y (NPY) Y1 Rezeptor und damit die NPY-Sekretion antagonistisch zu 
Ghrelin, einem bei Hunger ausgeschütteten Hormon des Magens, und Cortisol aus der Nebennierenrinde (NNR). 
Neuropeptid Y (NPY) stimuliert das Hungerzentrum im Ncl. paraventricularis und die Orexin-Ausschüttung. 
Gleichzeitig verhindert das ausgeschüttete Agouti-related Peptide (AgRP) die Bindung von α-MSH an seinem 
Rezeptor. Weitere Hirnsturkturen wie der Ncl. tractus solitarius (NTS) und Hormone wie Cholecystokinin (CCK), 
Bombesin u.a. sind an der Regulation von Hunger beteiligt, Einzelheiten siehe Text. 
 
1.1.3 Schlaf und Circadiane Rhythmik 
Alle Hirnstrukturen werden durch Schlaf und Aufmerksamkeit beeinflusst und sind daran 
beteiligt, weshalb die Schlafforschung ein eigener Wissenschaftszweig ist. Hier wird nur auf 
die Funktion des Hypothalamus in diesem Netzwerk eingegangen. Das „Hungerzentrum“ des 
Ncl. paraventricularis produziert das Appetit steigernde Hormon Orexin. Dieses steigert über 
Orexinrezeptoren im lateralen Hypothalamus die Aufmerksamkeit. Mutationen dieses Re-
zeptors sind am Krankheitsbild der  Narkolepsie beteiligt.  
Die histaminergen Ncll. tuberomammillaria wirken gemeinsam mit serotoninergen (Raphe-
kerne) und noradrenergen Zentren (Locus coeruleus) in einem komplexen Inhibitionskreis mit 
cholinergen Neuronen (Ncl. parabrachialis, Ncl. tegmentalis pedunculopontinus) auf das Auf-
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steigende Retikuläre Aktivierende System (ARAS) in der Formatio Retikularis (FR) ein. Das 
ARAS sowie der Ncl. preopticus venterolateralis (VLPO) des Hypothalamus sind beteiligt an 
der Schlafeinleitung, indem sie einen gegensinnigen Einfluss auf den unspezifischen Thala-
mus nehmen. Läsionen im VLPO haben Schlaflosigkeit (Insomnia) zur Folge. Der Ncl. supra-
chiasmaticus (SCN) erhält Afferenzen aus speziellen Ganglienzellen der Retina, die bei 
Lichteinfall depolarisieren. Im SCN kommt es so zur lichtabhängigen Transkription eines 
Enhancers (CLOCK), der die Transkription des eigenen Inhibitors (PER) verstärkt. Hierdurch 
kommt es zum Anstieg und Abfall von Transkriptionsprodukten, die einer zeitlichen Oszilla-
tion folgen. Dieser Mechanismus einer „Inneren Uhr“ ist bisher noch unvollständig verstan-
den. Konsens besteht jedoch über die Existenz von Neuronen, die für die Circadiane Rhyth-
mik verantwortlich sind (Reppert &  Weaver, 2002). Der SCN projiziert auch zum Ncl. para-
ventricularis, und steuert so über die Sympathikusaktivität und das Ggl. cervicale superior die 
Freisetzung von Melatonin aus der Zirbeldrüse (Glandula pineale). Melatonin wird bei ab-
nehmender Lichtintenstität, also zum Ende des Tages hin vermehrt ausgeschüttet und trägt zur 
Müdigkeit und  Schlafeinleitung bei. Während der Nacht erhöht sich die Melatoninkonzentra-
tion und erreicht in den frühen Morgenstunden ein Maximum (Hardin et al, 1990; King et al, 
2000).  
 
1.1.4  Emotionale Beteiligung 
Unterschiedlichste Emotionen, wie sexuelles Lustempfinden oder durch Kälte induziertes 
Unlustempfinden, drücken sich sehr häufig in vegetativen Reaktionen aus und sind sehr eng 
mit ihnen verknüpft. Freude, wie auch Angst, führen zu Tachykardie, Anstieg des Blutdrucks, 
Piloerektion, Schwitzen, verstärkter Durchblutung der Gesichtshaut und Herabregulation der 
intestinalen Verdauungsfunktion. Als übergeordnetes vegetatives Kontrollzentrum übernimmt 
der Hypothalamus die Koordination dieser Funktionen. Schon 1862 konnte G.B. Duchenne 
zeigen, dass neben der zu dieser Zeit noch unbekannten pyramidal-motorischen Steuerung der 
mimischen Muskulatur eine ‚extrapyramidale’, von der Willkürmotorik unabhängige, faciale 
Expression von Emotionen existiert („Duchenne-smiling“). Hess konnte 1948 mittels in vivo 
Stimulation des Hypothalamus in Katzen ebenfalls verschiedene Emotionen wie affektive 
Abwehrreaktionen hervorrufen (Hess, 1948).     
Bei dem durch chronischen Alkoholmissbrauch hervorgerufenen Korsakoff-Syndrom 
kommt es zur Degeneration und Kalzifizierung der Mammillarkörper, einem Teil des 
Hypothalamus und des Papez-Neuronenkreises (Tractus mammillothalamicus, Viq d’Azyr-
Bündel). In Studien an Tieren, bei denen dieses Syndrom induziert wurde, konnte gezeigt 
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werden, dass die Corpora mammillaria an der emotional getönten Gedächtnisbildung des 
episodischen und des Arbeits- Gedächtnisses beteiligt sind (Beracochea, 2005).   
Arbeiten von Holsboer et al zeigten, dass die Major Depression mit einer Dysregulation der 
Rezeptoren des Hypothalamus für ACTH und Cortisol einhergeht. Diese Hormone der 
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) können somit ihre 
inhibitorische Wirkung an CRH sekretierenden Zellen des Hypothalamus nicht entfalten. Die 
Folge ist ein erhöhter CRH-Spiegel bei Patienten, die unter einer Depression leiden. Nach 
Möglichkeiten zur Beeinflussung der CRH-Wirkung durch Pharmaka mit antagonistischer 
Wirkung am CRH-Rezeptor wird derzeit gesucht (Holsboer, 2000). 
 
1.1.5 Sexualverhalten und das GnRH-System 
Das GnRH-System durchläuft eine ungewöhnliche embryonale Genese. GnRH-Neurone 
entwickeln sich in der olfaktorischen Plakode sehr früh in der Embryonalentwicklung von 
Säugetieren. Sie durchwandern das nasale Septum und erreichen ihre definierte Position über 
einen noch nicht vollständig geklärten Weg entlang der Lamina Cribrosa  (Wray et al, 1989). 
Insgesamt erstreckt sich das System GnRH sekretierender Zellen als Netzwerk von ca. 2000 
verstreuten Einzelzellen vom olfaktorischen Bulbus bis zum posterioren Hypothalamus. An-
sammlungen finden sich vor allem in der Präoptischen Area (POA), im Organum vasculosum 
laminae terminalis (OVLT) und im anterioren Hypothalamus (Silverman et al, 1994). Diese 
Neurone entsenden Axone bis in die laterale Eminentia mediana, wo sie die Releasing-Hor-
mone in den hypophysären Portalkreislauf abgeben. 
In Wirbeltieren, die nicht den Säugetieren zugerechnet werden, kommen verschiedene For-
men GnRH sektretierender Neurone vor. Trotzdem zeigen alle bisher untersuchten Tiere ein 
weit verteiltes Netzwerk dieser Neurone, deren sekretorische Aktivität sehr genau koordiniert 
wird.  
An dieser Koordination sind viele Mechanismen beteiligt, die heute zum Teil noch nicht 
aufgeklärt sind. Axonale Ausläufer bilden Verbindungen zwischen den Neuronen ebenso wie 
die gap junctions, die in zahlreichen Hirnstrukturen für die Synchronisation von neuronalen 
Aktivitätsmustern verantwortlich sind. Diskutiert wird weiterhin ein ‚ultrashort feedback-Me-
chanismus’, demnach GnRH einen direkten, autokrinen Effekt auf seine eigene Sektretion hat. 
Es wird außerdem postuliert, dass alle GnRH-Neurone unter Umgehung der Blut-Hirn-
Schranke in Kontakt mit dem Blutsystem stehen. Auf diesem Wege können viele humorale 
Mediatorstoffe wie Hormone und Zytokine aber auch die Körperkerntemperatur einen Ein-
fluss auf die GnRH-Freisetzung nehmen (Witkin, 1999).  
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Das GnRH-System und die Kontrolle der Sexualfunktion stehen in sehr enger Verbindung 
mit dem Geruchssinn. Dies zeigen Pheromon-Studien an weiblichen Nagern, deren Menstru-
ationszyklus sich durch Geruch von Männchen synchronisieren(Whitten-Effekt nach Whitten, 
1956), die nach vorn verlegte Pubertät von Weibchen durch den Geruch von Männchen (Van-
denbergh-Effekt nach Vandenbergh, 1969) oder der Spontanabort durch Verpaarung mit 
neuen Männchen (Bruce-Effekt nach Bruce, 1959). Das Sexualverhalten von männlichen Na-
gern wird nahezu ausschließlich durch Pheromone und Geruch gesteuert (Wilson et al, 1963). 
Auch für den Menschen spielen diese Zusammenhänge physiologisch, aber auch pathophysi-
ologisch eine große Rolle.  
Das Olfaktogenitale Syndrom, syn. Kallmann-Syndrom (Kallmann et al, 1943), beschreibt 
eine genetisch bedingte Aplasie GnRH sekretierender und olfaktorischer Neurone. Zwei ge-
netische Mutationen wurden bisher gezeigt, die zum Kallmann-Syndrom führen. Neben der 
häufigeren autosomal dominanten Form durch eine loss of function Mutation des KAL2-Gens 
(Dode et al, 2003), spielt eine x-chromosomale Mutation des KAL1-Gens sowie des Anso-
min-1-Gens eine Rolle. Anosmin-1 ist beteiligt an der Wanderung der GnRH-Neurone sowie 
der olfaktorischen Neurone während der Embryonalentwicklung. Die Folge ist eine Störung 
des Geruchsinns (Anosmie) und eine mangelnde Entwicklung und folglich durch die gestörte 
endokrine Freisetzung von GnRH eine mangelnde Ausschüttung von Sexualhormonen. Die 
Ausbildung der sekundären Geschlechtsmerkmale während der Pubertät unterbleibt, und es 
kommt zu einem Hypogonadismus. Dieses Krankheitsbild zeigt die Wichtigkeit der pulsatilen 
GnRH-Ausschüttung bei der sexuellen Entwicklung.  
 
1.1.6 Hypothalamus-Hypophysen-System der GnRH-Sektre-
tion 
Die Regulation der Sexualfunktion bei Mann und Frau wird gesteuert durch ein System ver-
schiedener Hierarchiestufen. Der Hypothalamus im Zwischenhirn gilt als Zentrum vegetativer 
Funktionen. Hier wird in Abständen von 60 bis 90 Minuten pulsatil das Dekapeptid Gonado-
liberin, syn: Gonadotropin-Releasing-Hormone (GnRH), in das hypophysäre Pfortadersystem 
freigesetzt. Auf diesem Weg gelangt es in den Hypophysenvorderlappen (Adenohypophyse), 
wo es die Freisetzung von luteinisierendem Hormon (LH) und Follikelstimulierendem Hor-
mon (FSH) bewirkt. Diese als Gonadotropine bezeichneten Peptidhormone regulieren die 
Funktion und Hormonausschüttung an den weiblichen und männlichen Geschlechtsorganen. 
Bei der Frau bewirkt die Bindung von FSH an einem membranständigen Rezeptor auf den 
Follikelepithelzellen das Wachstum des Follikels und die Aktivierung der Aromatase, einem 
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Enzym, das Androgene in Östrogene umwandelt. LH fördert an den Thekazellen, die den 
Follikel umgeben, die Synthese von Testosteron. Dieses Testosteron diffundiert zu den Folli-
kelzellen und dient als Substrat für die Östrogensynthese. Östrogene, LH, FSH und das vom 
Corpus luteum (Gelbkörper) produzierte Progesteron in der zweiten Zyklushälfte inhibieren 
im Hypothalamus die Freisetzung von GnRH und nehmen Einfluss auf den pulsatilen Freiset-
zungszyklus dieses Hormons (Klinke et al, 2005). GnRH-sekretierende Zellen exprimieren in 
vivo zusätzlich ionotrope Rezeptoren für exitatorische Aminosäuren (EAA-Rezeptoren: 
NMDA-, AMPA-, Kainat-Rezeptoren), wodurch sie direkt durch Glutamat, einen im Hypo-
thalamus in großen Konzentrationen vorkommenden Neurotransmitter, moduliert werden 
können (Urbanski et al, 1996). Weiterhin wird eine indirekte Modulation durch Glutamat be-
schrieben. Diese kommt zustande durch Neurone, die noradrenerg aus dem Locus coeruleus 
in den Hypothalamus projizieren (Suh et al, 1994), aber auch über benachbarte Neurone im 
Hypothalamus, die GABA und Neuropeptid Y als Transmitter sekretieren. Abbildung 1.2 gibt 
eine Übersicht über die Hierarchieebenen, die an der Modulation der GnRH-Ausschüttung 
beteiligt sind. Der genaue Mechanismus, der zur pulsatilen Sekretion führt, ist allerdings noch 
immer nicht vollständig bekannt. 
 
Abbildung 1.2 Regulation der GnRH-Ausschüttung 
Zahlreiche Zentren im ZNS haben hemmenden und fördernden Einfluss auf die GnRH-Ausschüttung. Glutamat, 
der häufigste exitatorische Transmitter beeinflusst verschiedene Systeme und fördert direkt oder durch Stimula-
tion von noradrenergen Neuronen im Locus coeruleus oder NPY-Neuronen im Ncl. paraventricularis die GnRH-
Freisetzung. GABAerge Interneurone, sowie Opioide aus dem mesolimbischen System hemmen die GnRH-Neu-
rone von Zentral. Mit den Zellen der Peripherie, die die Geschlechtshormone bilden steht der Hypothalamus über 
verschiedene feedback-Schleifen in kommunikativem Kontakt. Auch GnRH selbst hat über einen ‚ultra-short-
feedback’ autokrinen und parakrinen Einfluss auf die eigene Freisetzung.   
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1.2 Kälteempfinden  
Die Empfindung „kalt“ spielt eine große Rolle im Alltag. Sie ist nicht nur wichtig zur Re-
gistrierung der Außentemperatur, sondern auch zum Erkennen und Einordnen von 
Gegenständen (Stein und Metall fühlen sich kälter an als Holz) und bei nozizeptiven Kälterei-
zen als Schutz vor Erfrierungen. Zunächst wurde postuliert, dass Kälte die Na+/K+-ATPase 
inhibiert, was durch eine Zunahme des relativen Leckstromanteils zu einer Membrandepolari-
sation führt (Pierau et al, 1974). 2002 beschrieben McKemy et al den TRPM8-Rezeptor 
(transient receptor potential receptor Melastatin 8, syn. CMR1, für cold & menthol receptor 
1) als Kaltrezeptor. Der TRPM8 öffnet sich bei Temperaturen zwischen 8-28°C. Das Kanal-
protein besteht aus 6 Transmembrandomänen mit einer Porenregion zwischen S5 und S6. 
Homolog zu den KV-Kanälen lagern sich 4 Untereinheiten zu einem funktionsfähigen tetra-
meren Kanalprotein zusammen. Der TRPM8 ist wie die anderen Mitglieder der TRP-Kanal 
Familie ein unspezifischer Kationenkanal, der eine auswärts gleichrichtende Kinetik mit ei-
nem Umkehrpotential bei 0 mV aufweist (Clapham, 2003). Das Öffnen dieses Kanals bewirkt 
hauptsächlich durch einen Na+-Einstrom eine Depolarisation der Membran und eine erhöhte 
Aktionspotentialfrequenz.  
In den letzten Jahren wurden weitere Ionenkanäle gefunden, die auf Kältereize reagieren. 
Ein sehr stark vereinfachtes Model bezeichnet den TRPM8 als den Rezeptor für Kaltempfin-
dung und den TRPA1 (syn: ANKTM1) für schmerzhafte, nozizeptive Kaltempfindung, da 
dieser Ionenkanal bei Temperaturen <17°C aktiviert wird (Story et al, 2003).    
Neben dieser sehr einfachen Erklärung für Kaltempfinden, bei der eine kleine Untergruppe 
(ca. 10%) der sensiblen Rezeptorneurone in der Haut entsprechend der auf sie einwirkenden 
Temperatur mehr oder weniger stark aktiviert werden, existieren komplexere Beobachtungen, 
die Kalium-Kanäle, die für die Aufrechterhaltung der Membranpolarität eine Rolle spielen, 
mit einbeziehen. Reid & Flonta beschrieben 2000 einen inhibitorischen Effekt auf diese 
‚background K+-Kanäle’ in primär sensorischen Neuronen der Spinalganglien. Im Unter-
schied zu früheren Annahmen, die vom Block der Na+/K+-ATPase ausgingen, überwiegt die-
ser inhibitorische Effekt auf K+-Kanäle. Diese Hemmung der K+-Kanäle führt zu einer Depo-
larisation und zur Generation von Aktionspotentialen in diesen Zellen. Dieser Effekt war nicht 
sensitiv gegenüber TEA und 4-AP, was auf eine Hemmung der ‚background K+-Ströme’ hin-
deutet (vlg. Kapitel 1.4.4). Diese Art der Modulation von exitatorischen Erregungsschwellen 
ist ein im gesamten Nervensystem üblicher neuromodulatorischer Mechanismus, wenngleich 
er als Transduktionsmechanismus für Sinneswahrnehmungen bisher als einzigartig 
beschrieben ist (Reid & Flonta, 2001; Viana et al, 2002).   
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1.2.1 Menthol  
Der zyklische Terpenalkohol Menthol ist ein kristalliner Feststoff mit 
charakteristischem Geruch. Das Molekulargewicht beträgt  156,27 g/mol, 
das Lösen in Wasser ist nur bis zu einer Konzentration von 3 mM mög-
lich. Menthol wurde lange für die Substanz gehalten, die die Empfindung 
„kalt“ auslöst (Hensel & Zotterman, 1951), da es den TRPM8-Rezeptor in 
kaltsensitiven Neuronen der Spinalganglien aktiviert und zu einer erhöhten Aktionspotential-
frequenz an diesen „Kalt-Rezeptor-Neuronen“ führt (McKemy et al, 2002; Jordt et al, 2003).  
Menthol besitzt aufgrund der chemischen Struktur lokalanästhetische Eigenschaften. Diese 
wurden von Galeotti et al 2001 an der Hemmung des Conjunktivalreflex gezeigt. In einigen 
Zigarettenmarken dient Menthol als suchtverstärkender Inhaltsstoff und kann über die Lunge 
das Blut und das zentrale Nervensystem erreichen. Die vasokonstriktiven und aromatischen 
Eigenschaften von Menthol macht man sich in zahlreichen Salben, Kaugummis und Bonbons 
zunutze, die zu einem Abschwellen der Nasenrachenschleimhäute führen und somit einen 
freien Atem vermitteln.    
 
1.2.2  Thermoregulation 
Die periphere Wahrnehmung der Temperatur ist nur eine von vielen Einflussgrößen auf den 
Regulationskreis, der für eine gleich bleibende Körperkerntemperatur verantwortlich ist. Zent-
rum dieses Regelkreises ist der Hypothalamus. Die mediale preoptische Region (mPOA) liegt 
im rostralen Hypothalamus und ist für eine Erhöhung der Körpertemperatur verantwortlich. 
Der anteriore Hypothalamus sorgt für eine Senkung der Körpertemperatur. Diese Zentren 
werden durch zahlreiche modulatorische Verbindungen von peripheren Thermorezeptoren 
innerhalb des vegetativen Nervensystems und durch humorale Mediatoren (Zytokine, 
Prostaglandine) beeinflusst (Kumar, 2004). Diese Kerngebiete entsenden GABAerge Efferen-
zen in das Periaquäduktale Grau (PAG) und den Ncl. raphe magnus, von wo aus die periphere 
Thermogenese gesteuert wird. Beteiligt ist ebenfalls der Ncl. paraventricularis, der das Thy-
reoliberin (TRH) freisetzt. TRH wiederum stimuliert die TSH-Ausschüttung der Hypophyse, 
was zu einer Steigerung der Stoffwechselaktivität über die Schilddrüsenhormone führt. Die 
mediale preoptische Region ist neben der Temperaturregelung auch am Schlaf-Wach-Rhyth-
mus beteiligt. Die Nähe zur Septumregion und zum Organum Vasculosum Laminae 
Terminalis (OVLT) deutet auf die intensive Kommunikation dieser drei Kerngebiete hin: 
Prostaglandine, die als Antwort auf erhöhte IL-1- und TNFα-Konzentrationen bei Infektionen 
im OVLT durch die Cyclooxygenase 2 (Cox2) gebildet werden, bewirken in der POA eine 
Einleitung 
 
13 
Erhöhung der Körpertemperatur (Fieber). Gleichzeitig steigt das Schlafbedürfnis des er-
krankten Organismus und der Energiebedarf wird zu größerem Anteil aus den körpereigenen 
Fettspeichern gedeckt als im gesunden Zustand. Das Hungergefühl wird gehemmt. Die starke 
Beeinflussung des vegetativen Nervensystems wirkt sich auch auf die Fertilität und die die 
Stimmung aus. Bei der Frau kommt es zu Veränderungen der Menstruation und des Ei-
sprungs.  
Diese Zusammenhänge zeigen, dass der Hypothalamus als Zentrum der vegetativen Regu-
lation ein komplexes und interdisziplinäres System ist, in dem viele Regelkreise miteinander 
verschaltet sind, die sich gegenseitig modulieren und voneinander abhängen. Die in dieser 
Arbeit wichtigen, GnRH produzierenden Zellen nehmen eine zentrale Stellung ein, da sie 
durch ihre Temperaturempfindlichkeit und die Steuerung der Sexualfunktion durch viele 
Faktoren beeinflusst werden. Durch das diffuse Vorkommen im gesamten Hypothalamus und 
den zirkumventrikulären Organen besitzen sie direkten Kontakt zum Blutsystem und können 
dort durch körpereigene Mediatoren und künstlich zugefügte Stoffe, wie Menthol, beeinflusst 
werden. 
 
Abbildung 1.3  Steuerung der Körpertemperatur, Einzelheiten siehe Text 
 
1.3  GT1-Zelllinien 
Die GT1-Zelllinie ist eine immortalisierte, murine Zelllinie aus GnRH sekretierenden Hy-
pothalamusneuronen. Sie wurde 1990 von Mellon et al. etabliert. Um eine Tumorgenese zu 
induzieren wurde das Tumor-(T)-Antigen des Simian Virus 40 (SV40) mit dem Promotor des 
GnRH-Gens verknüpft. SV40 ist ein dsDNA Polyomavirus, das in Affenzellen kanzerogen 
wirkt, und dessen Kanzerogenität auch beim Menschen diskutiert wird (Hein et al, 2008). Das 
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T-Antigen ist ein 92 kDa Protein, das eine kernlokalisierende Sequenz (nuclear localization 
sequence, NLS) enthält. Damit ist es in der Lage, in den Zellkern der Zielzellen zu gelangen 
und die Transkription der DNA, sowie die Proliferation der Zielzellen zu induzieren. Durch 
die Verknüpfung des NLS-Gens mit dem GnRH-Promotor kommt es gezielt zur Proliferation 
der GnRH sekretierenden Zellen (Mellon et al, 1990). 
Die GT1-Zelllinie exprimiert neben dem G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR) für 
GnRH, der bei Aktivierung die intrazelluläre Ca2+-Konzentration ansteigen lässt, eine Viel-
zahl von Ionenkanälen. Hierzu zählen die TTX-sensitiven Na+-Kanäle, T-Typ (LVA) und L-
Typ (HVA)-Ca2+-Kanäle, die Ca2+-abhängigen Kalium-Kanäle SK, IK und BK, ein-
wärtsgleichrichtende Kaliumkanäle (Kir) und den GABAA-Rezeptor (Van Goor et al, 1999). 
Die pulsatile Freisetzung von GnRH der GT1-Zellen wird maßgeblich gesteuert durch die 
intrinsische Aktivität, die durch bursts von Aktionspotentialen gekennzeichnet ist. Für die 
Generation und die Beeinflussung der AP-Muster wiederum sind die oben genannten Ionen-
kanäle und deren Öffnungsverhalten verantwortlich. Die Rolle der K+-Kanäle wurde von 
Costantin & Charles 2001 untersucht. Neben einem transienten K+-Strom (IK(A)-Strom), der 
durch Depolarisation und 4-Aminopyridin (4-AP) inaktiviert wird,  existiert ein langsam akti-
vierender aber länger andauernder K+-Strom (IK(DR)-Strom), der durch TEA blockiert wird 
(Costantin & Charles, 2001; Hille 2001).  
 
1.4 K+-Kanäle 
Diese Superfamilie wird gebildet aus vier heterogenen Kanalfamilien, die nach ihrer Ho-
mologie und ihrem Öffnungsverhalten unterschieden werden. K+-Kanäle werden in nahezu 
jeder Zelle exprimiert. Zu ihren Aufgaben gehört neben der Homöostase des Ionenhaushalts 
und des pH-Wertes der Zelle auch das Einstellen eines elektrischen Gradienten über die Zell-
membran. Dieser ist notwendig als Antrieb für eine Vielzahl von Transportprozessen über die 
Membran und ganz speziell zur Generierung, Repolarisation und Modulation von Aktionspo-
tentialen. Hierbei stabilisieren sie das Membranpotential, d.h. d.h. sie führen zu einer Ver-
schiebung der Membranpotentials in Richtung K+-Gleichgewichtspotential. Das 
Ruhemembranpotential (RMP) entfernt sich folglich vom Schwellenpotential für die 
Auslösung eines APs. Somit hat die Aktivierung von K+-Kanälen in erregbaren Zellen, 
ebenso wie die Cl--Kanäle, einen inhibitorischen Einfluss.  
Weiterhin modulieren sie die Art des AP von kurzen, rein neuronalen APs zur Informati-
onsübertragung bis zu solchen, die eine Hormonausschüttung von neuroendokrinen Zellen 
bewirken (Van Goor et al, 1999).   
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1.4.1 Spannungsabhängige K+-Kanäle (voltage gated K+-
channels, Kv-channels) 
Diese Familie, die in 12 Subfamilien weiter unterteilt ist, ist die größte unter den K+-Kanä-
len. Sie enthält ca. 40 Mitglieder, u.a. die KV-Kanäle, die Ca2+-aktivierten K+-Kanäle (KCa), 
die einwärts gleichrichtenden K+-Kanäle (Kir) und die two-pore-Kanäle,  auf die in den fol-
genden Kapiteln eingegangen wird.  
 
Elektrophysiologische Eigenschaften 
Elektrophysiologisch können klassischerweise zwei Arten von spannungsabhängigen Ka-
lium-Strömen differenziert werden, die IK(A)-Ströme und die IK(DR)-Ströme. Grob, jedoch nicht 
streng zuordbar, handelt es sich bei dem IK(A)-Strom um einen schnellen Auswärtsstrom, der 
durch die fast delayed rectifiers vermittelt werden, während die langsameren IK(DR)-Ströme 
überwiegend den slow delayed rectifiers zugeordnet werden können (Watkins and Mathie, 
1994; Marthy et al, 1998).  
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.4 Elektrophysiologische Tren-
nung der IK(A)- und IK(DR)-Ströme 
Durch unterschiedliche Vorpulse (prepuls) konnten 
Watkins und Mathie in cerebellären Körnerzellen der 
Ratte die unterschiedlich schnellen K-Ströme vonein-
ander trennen. Bei einem 250 ms langen -140 mV 
prepulse sind alle K-Ströme zu erkennen, bei einer 
ebenso langen Vordepolarisation auf -50 mV ver-
schwindet die IK(A)-Stromkomponente und es bleibt 
nur der IK(DR)-Strom bestehen. Die Differenz der 
beiden oberen Spuren zeigt in der untersten Spur 
den IK(A)-Strom (modifiziert nach Watkins and 
Mathie, 1994). 
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Molekularer Aufbau, Funktion und Nomenklatur 
Molekularmorphologisch lagern sich vier identische oder homologe Alpha-Untereinheiten 
zusammen, um einen tetrameren Kanalkomplex mit einer zentralen Porenregion zu bilden. 
Jede dieser Untereinheiten durchspannt die Zellmembran mit 6 Transmembrandomänen 
(6TM-Architektur).  
 
Abbildung 1.5 α-Untereinheit eines spannungsabhänigigen K+-Kanal 
Eine α-Untereinheit durchspannt die Membran mit 6 TMD (S1 bis S6). Der ‚pore-loop’ befindet sich zwischen 
S5 und S6 (modifiziert nach Hille, 2001) 
 
Anhand der klonierten Gene (KCN-Gene, diese Nomenklatur der Gene folgt dem HUGO 
Gene Nomenclature Committee, HGNC, Einzelheiten in Gutman et al, 2005) für die ver-
schiedenen Untereinheiten unterscheidet man Kv1 (Shaker, nach dem ersten klonierten Kv-
Kanal in Drosophila, dessen Mutation zu einem abnormen Verhalten der Fruchtfliege mit 
Schüttelbewegungen führte), Kv2 (Shab), Kv3 (Shaw) und Kv4 (Shal), die zu den fast de-
layed recifiers (KDR, IKr) gehören. Sie limitieren die Dauer eines schnellen, neuronalen Akti-
onspotentials. Auch die Zusammenlagerung heteromerer K+-Kanäle konnte in vivo und in 
vitro beobachtet werden und vergrößert die Diversität der K+-Kanäle (Xu et al, 1995). Die 
Hauptaufgabe der spannungsabhängigen K+-Kanäle besteht in der Repolarisation während 
eines APs. Aus diesem Grund beobachtet man besonders in Neuronen ein hohes Expres-
sionslevel dieser Kanäle.  
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Die slow delayed rectifiers (KVQ, KV7) sind eine Gruppe von spannungsabhängigen K+-
Kanälen, die elektrophysiologisch für einen mittelgroßen K+-Strom (IKS), der sich aus Leitfä-
higkeiten zwischen 2 und 5 pS ergibt, verantwortlich sind. Ihr Strom weist eine langsamere 
Kinetik auf als die IK(A)-type delayed rectifier. Dieser Strom wird als IK(DR)-Strom bezeichnet 
(Abb. 1.5). 
KV7.1-Kanäle (KVLQT) befinden sich hauptsächlich in Herzmuskelzellen und in geringerer 
Expression in Niere, Rektum, Ohr, Spermien, Pankreas, Lunge und Plazenta. Im Herzen, wo 
die Aktionspotentiale eine charakteristische Form durch eine verlängerte Repolarisation auf-
weisen, während der sich Ca2+-Einstrom und K+-Ausstrom die Waage halten, sind Mutationen 
dieses Kanals an den congenitalen long QT-Syndromen (Romano-Ward-Syndrom, RWS, häu-
fig mit angeborener Hörminderung, und Jervell- und Lange-Nielsen-Syndrom, JLNS) betei-
ligt. Bei diesen Krankheitsbildern treten lebensbedrohliche torsade-de-pointes Arrhythmien 
auf, was zu Synkopen und zum plötzlichen Herztod führen kann. Andere KV7-Kanäle sind 
vorwiegend im Gehirn exprimiert. Mutationen dieser Kanäle sind an benignen Neugebore-
nenkrämpfen beteiligt. KCNQ2, KCNQ3 kodieren für den KV7.2, und KV7.3. (Volkers et al, 
2009). Sie werden durch das Pilzgift Muskarin geblockt. Aus diesem Grund wird ihr Strom 
als M-Strom bezeichnen, einer Unterform der IK(DR)-Ströme, die sich speziell auf diese Kanäle 
bezieht (Gutman et al, 2005; Brown, 1988). 
 
1.4.1 Calcium-aktivierte K+-Kanäle 
Diese Familie von K+-Kanälen wird durch Ca2+ moduliert. Anhand ihrer Leitfähigkeiten 
unterteilt man sie in drei verschiedene Kanaltypen: den BKCa-Kanal mit hoher (big) Leitfä-
higkeit, den IKCa mit mittlerer (intermediate) Leitfähigkeit und den SKCa mit kleiner (small) 
Leitfähigkeit. 
 
BKCa-Kanal 
Das Öffnungsverhalten der K+-Kanäle wird durch die Anwesenheit von intrazellulärem 
Ca2+ zum Offenzustand hin moduliert. Weiterhin ist der BKCa-Kanal spannungs- und mecha-
nosensitiv. Durch diese Eigenschaften ist der BKCa-Kanal ein negativ-feedback Regulator bei 
zu starkem Ca2+-Einstrom.  
Es existieren zwei verschiedene Untereinheiten des BKCa-Kanals, α und β. Der funktionelle 
Kanal besteht als Tetramer aus 4 Untereinheiten, entweder nur α-Untereinheiten, oder α-Un-
tereinheiten in Assoziation mit regulatorischen β- Untereinheiten. Die α- Untereinheit ist für 
die Formierung der Pore verantwortlich (pore forming unit). Im Unterschied zu den meisten 
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anderen K+-Kanälen, die die Zellmembran mit 6 α-Helices je Untereinheit durchspannen, be-
sitzt die α-Untereinheit des BKCa-Kanal eine 7 Transmembrandomänen Architektur mit einer 
S0 Domäne, die zu einem extrazellulären N-Terminus führt (Abb. 1.6). Im Inneren der Kanal-
pore befindet sich eine typische Aminosäuresequenz, die für die K+ Selektivität des Kanals 
verantwortlich ist. Cäsium (Cs2+) ist zu groß, um die Pore zu passieren, es dient als Inhibitor 
des BKCa-Kanals ebenso wie TEA, Iberotoxin und Charybdotoxin des Skorpions (Hille, 
2001). Na+ kann den Selektivitätsfilter nicht passieren, da es sehr klein ist und die umgebende 
Hydrathülle im Kanalinneren nicht abstreifen kann. Auch klinisch verwendete Wirkstoffe wie 
Clotrimazol, Ketamin oder Verapamil beeinflussen das Öffnungsverhalten des BKCa-Kanals. 
BKCa-α-/- knockout Mäuse entwickeln eine progressive Dysfunktion der äußeren Haarzellen 
(OHC) des Innenohrs. Diese sind durch aktive, oszillatorische Längenänderungen an der Ver-
stärkung und Verschärfung der dort entstehenden Wanderwellen beteiligt (laterale Inhibition). 
Das Fehlen der BKCa-Kanäle führt in diesen Mäusen zu Schwerhörigkeit (Ghatta et al, 2006).  
 
 
Abbildung 1.6 α-Untereinheit des BKCa-Kanals 
Der BKCa durchspannt die Membran mit 7 TMD (S0 bis S6). Der ‚Pore-loop’ befindet sich zwischen S5 und S6. 
Die Ca2+ Bindestelle liegt zwischen S9 und S10, auch S7 und S8 sind an der Ca2+  Regulation beteiligt (modifi-
ziert nach Ghatta et al, 2006). Einzelheiten siehe Text.  
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IKCa und SKCa-Kanäle 
IKCa und SKCa benötigen eine wesentlich geringere intrazelluläre Ca2+-Konzentraton (50-
900 nM) als der BKCa-Kanal (1-10 µM) um aktiviert zu werden, reagieren also sensitiver auf 
den Anstieg intrazellulärer Ca2+-Konzentrationen. Die Ca2+-Bindung beeinflusst wahrschein-
lich den Spannungssensor der S4-Transmembrandomäne. Bei Abwesenheit von Ca2+ sind die 
Kanäle daher kaum spannungssensitiv.  
Die Wirkstoffe Curare und Apamin, das Gift der Honigbiene, sind in der Lage, den SKCa zu 
inhibieren, Clotrimazol inhibiert die IK-Kanäle (Hille, 2001). Die Änderungen des K+-Stroms 
in Folge erhöhter intrazellulärer Ca2+-Konzentration wurde erstmals 1958 von Gardos  beo-
bachtet und untersucht (Gardos, 1958). IKCa- und SKCa-Kanäle werden auch als Gardos-Ka-
nal-Familie bezeichnet. 
 
1.4.3 Einwärtsgleichrichtende K+-Kanäle (inward rectifier 
channels, Kir) 
Einwärtsgleichrichtende K+-Kanäle zeichnen sich durch große Leitfähigkeiten für Kalium-
ströme aus, wenn K+ einwärts gerichtet fließt, also vom extrazellulären Milieu in das Zellin-
nere. Sie besitzen sehr kleine Leitfähigkeiten für entgegen gesetzte Auswärtsströme.  
 
Abbildung 1.7 Charakteristische Strom-Spannungskurve eines Kir-Kanals 
 
Die Beschreibung der Leitfähigkeiten in tierischen Zellen stammt aus rein experimentell ge-
schaffenen Bedingungen, da es unter physiologischen Bedingungen sehr selten zu einem K+-
Einstrom kommt (in Pflanzen- und Pilzzellen kann das RMP weit negativer als das K+-
Gleichgewichtspotential werden). Vielmehr dienen diese Kanäle zur zunehmenden Reduktion 
des K+-Ausstroms bei Depolarisation. Kir Kanäle besitzen somit eine dämpfende Funktion. 
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Sie ermöglichen eine freie K+-Passage am RMP und erschweren die K+ Permeabilität bei 
zunehmender Depolarisation und zunehmender treibender Kraft für K+. Des Weiteren können 
die spannungsabhängigen K+-Kanäle mit ihren unterschiedlichen Kinetiken nur bei 
geschlossenen Kir-Kanälen Einfluss auf die Repolarisation in Nerven- und Herzmuskelzellen 
nehmen und damit die Funktion dieser Zellen beeinflussen. Dies spiegelt sich in den 
verschiedenen AP-Formen in diesen Zellen wider.  
Die Kir-Kanäle werden in 7 Unterfamilien (Kir1 bis Kir7) eingeteilt wobei jede Unterfamilie 
wiederum mehrere Mitglieder enthält. Biochemisch handelt es sich um Homotetramere, von 
denen jede der vier Untereinheiten die Membran mit zwei Transmembrandomänen (M1 und 
M2) durchspannt (2TM-Architektur). Kir Kanäle sind sensitiv gegenüber zahlreichen Media-
toren wie den kationischen Polyaminen Spermidin und Spermin und Ruthenium Rot sowie 
ATP (Hille, 2001). Der Kir 6.2 Kanal wird auch als KATP bezeichnet. ATP bindet in den Insel-
zellen des Pankreas an eine SUR-Untereinheit (Sulfonylharnstoffrezeptor). Diese sorgt dann 
für ein Schließen des KATP-Kanal, in der Folge depolarisiert eine Zelle in Anwesenheit von 
ATP und hyperpolarisiert in Abwesenheit von ATP. Mit diesem Mechanismus sorgen KATP-
Kanäle für die Insulinfreisetzung bei steigendem Glucose/ATP-Angebot (Bataille, 2002). 
Aber auch in vielen anderen Zellen wie Neuronen, Herzmuskelzellen, Makrophagen u.a. mo-
dulieren diese Kanäle das Membranpotential.  
 
1.4.4 Zwei Poren K+-Kanäle (Two-pore-domain-K+ channels, 
K2P) 
Dieser Kanalfamilie ist gemeinsam, dass jede Untereinheit zwei P-loops – jene Domänen, 
die an der Ausbildung der Porenregion beteiligt sind – besitzt. Ein funktioneller Kanal ent-
steht durch die Zusammenlagerung von zwei Untereinheiten. (Im Gegensatz zu den anderen 
Kaliumkanälen, in denen 4 Untereinheiten einen Kanal bilden). Jede Untereinheit dieser Ka-
näle durchspannt die Membran mit 4 Transmembrandomänen (4TM), ein Kanal bildet eine 
8TM-Architektur (Wang et al, 1999). 
2-P-domain K+-Kanäle sind relativ insensitiv gegenüber den klassischen Blockern wie TEA, 
4-AP oder Barium, jedoch sensitiv gegenüber zahlreichen Mediatoren wie den kationischen 
Polyaminen Spermidin und Spermin und Ruthenium Rot, extrazellulären Stimuli wie pH, 
Temperatur, Hypoxie und ATP (Girard & Lesage, 2004). Aufgrund ihrer Ohm’schen Kinetik 
werden diese Kanäle auch als Leck-Kanäle (leak-channels) bezeichnet.  
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1.4.5 K+-Kanäle und Blocker 
Um mit elektrophysiologischen Methoden Ströme eines bestimmten Kanals zu isolieren, ist 
der Einsatz von Kanalblockern unabdingbar. Dies sind häufig klinisch angewandte Pharmaka, 
aber auch Gifte von Reptilien, Insekten, Pflanzen und Pilzen.  
Die Tab 1.1 gibt eine Übersicht über die oben beschriebenen Kanäle und die inhibitorischen 
Substanzen, die in dieser Arbeit zur Anwendung gekommen sind. 
 
spannungsabhängige 
K+-Kanäle 
Kanaltyp 
Fast de-
layed 
rectifier 
(IK(A)-
Strom) 
Slow 
delayed 
rectifier 
IK(DR)-
Strom) 
Ca2+ aktivierte 
K+-Kanäle 
Einwärtsgleichrichter 
(Kir1-Kir5, Kir7) 
Einwärtsgleichrichter 
(Kir6.2 (+SUR) 
 = KATP) 
Blocker 4-AP, 
TEA, 
Cs+, Ba2+, 
Strychnin
TEA; 
Cs+, Ba2+, 
Strychnin 
Charybdotoxin 
(BK), Ibero-
toxin, TEA, 
Clotrimazol 
(IK, SK), 
Apamin 
Gaboon viper venom TEA, Glibenclamid, 
Phenotolamin, Glita-
zone, Efaroxan, Cs+, 
Ba2+, 
Spannungs-
abhängigkeit 
sensitiv sensitiv  BK: sensitiv 
IK&SK: in-
sensitiv 
stark einwärtsgleich-
richtend 
schwach einwär-
tsgleichrichtend 
Ca2+-Effekt - sensitiv hoch sensitiv - - 
ATP-Effekt - - - - inhibiert das Öffnen 
 
Tabelle 1.1  Übersicht über die Blocker der verschiedenen K+-Kanäle (modifiziert nach Trends In 
Pharmacological Science, 8/2002 134-136; Hille, 2001) 
 
1.5 Spannungsaktivierte Na+-Kanäle 
Spannungsaktivierte Na+-Kanäle (Nav) sind für die Entstehung des Aktionspotentials in al-
len erregbaren Zellen verantwortlich, wie Nerven, Muskelzellen und neuroendokrinen Zellen. 
Auch in nicht erregbaren Zellen kommen sie zu einem sehr geringen Anteil vor, jedoch bleibt 
ihre physiologische Rolle dort unklar. Neun Mitglieder der Familie der spannungsabhänigen 
Na+-Kanäle sind bisher in Säugern charakterisiert (Nav1.1 bis Nav1.9). Strukturell und funkti-
onal weisen die Kanäle sehr ähnliche Eigenschaften auf, sie sind jedoch in unterschiedlichen 
Zelltypen exprimiert und reagieren verschieden auf bestimmte Pharmaka. Ihr molekularer 
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Aufbau weist eine 260 kDa große α-Untereinheit auf. Diese besteht aus vier homologen Do-
mänen, die die Membran jeweils mit 6 TMD durchspannt, wobei der Abschnitt, der die Pore 
formt (P-loop) sich jeweils zwischen TMD5 und TMD6 befindet. Der Spannungssensor be-
findet sich in TMD4, wie es auch in Abb. 1.6 für den BKCa-Kanal zu sehen ist. Die α-Unter-
einheit ist assoziiert mit β-Untereinheiten. Diese sind nicht an der Formierung der Pore betei-
ligt, sondern haben modulierende Eigenschaften. Sie stehen in Verbindung mit dem Zytoske-
lett und der extrazellulären Matrix sowie Adhäsionsmolekülen. Auf diese Weise sorgen sie für 
eine lokalisierte Expression der Kanäle beispielsweise an den Ranvier-Schnürringen. In Ske-
lettmuskeln kommen die β1-, in Herzmuskelzellen sowie in Neuronen die β1- bis β4-Unterein-
heiten vor. Die β-Untereinheiten beeinflussen ebenfalls die Kinetik und Spannungsabhängig-
keit der Nav-Kanäle (Catterall et al., 2005) 
Zahlreiche pharmakologische Substanzen wirken an den Nav-Kanälen, sie alle interagieren 
mit der α-Untereinheit. Das hier verwendete Tetrodotoxin (TTX) bindet an die P-Schleife der 
TMD4, wie auch Saxitoxin und µ-Conotoxin. Anästhetika, Antiarrhythmika und Antiepilep-
tika besitzen überlappende Bindestellen in der Innenseite der Pore (Catterall, 2000). 
 
 
 
Abbildung 1.8 Charakteristischer Na+-Einstrom durch die NaV zu Beginn eines Aktionspotenti-
als  
 
Die Kinetik der Nav entsteht durch das Öffnen und Schließen der zwei Tore, einer Beson-
derheit dieser Kanäle. 1973 postulierte Armstrong erstmals ein Inaktivierungstor (h-Tor) auf 
der zytoplasmatischen Seite des Kanals. Durch Injektion eines Proteasecocktails (Pronase) 
konnte er die Inaktivierungskinetik des Kanals aufheben (Armstrong & Bezanilla, 1973).  
Nach derzeitiger Vorstellung sind während des RMP das m-Tor in der Porenregion geschlos-
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sen und das h-Tor geöffnet. Depolarisation bewirkt das Öffnen des m-Tores und zeitlich ver-
zögert das Schließen des h-Tores. Dadurch kommt es zu einem wenige ms andauernden Ein-
strom von Na+-Ionen in die Zelle (Abb. 1.8). Solange die Zelle depolarisiert bleibt, bleibt 
auch das h-Tor geschlossen. Repolarisation schließt das m-Tor und öffnet nach einiger Zeit 
das h-Tor. Die Zeit, die vom Schließen des h-Tores während der Depolarisation bis zum Öff-
nen des Tores bei anhaltender Repolarisation vergeht, bezeichnet man als Refraktärzeit. Der 
Mechanismus wird als ball-chain-model bezeichnet (Hille, 2001)     
  
1.6 Zielsetzung 
Die Effekte von Menthol auf die zentrale Thermoregulation sind bisher wenig beschrieben. 
Primäre, kaltsensitive Neurone konnten jedoch im Hypothalamus gefunden werden (Abe et al, 
2003). Unklar bleibt aber, welchen Anteil der TRPM8 an der Regulation hat, da dieser nur in 
geringem Maße im Hypothalamus exprimiert wird (Wollweber et al, 2006). Um den Mecha-
nismus der hypothalamischen Thermoregulation weiter zu entschlüsseln, werden hier die Ef-
fekte von Menthol auf die GT1-Zelllinie charakterisiert und in der Diskussion in einen größe-
ren Rahmen eingeordnet. Folgenden Punkten wird besondere Aufmerksamkeit gewidmet:  
1.) Die Expression des TRPM8 Kanals (McKemy et al, 2002; Peier et al, 2002) soll in 
CT1-Zellen mittels der RT-PCR-Technik nachgewiesen werden.  
2.) Mit der Patch-Clamp Technik soll der Effekt von Menthol auf GT1-7 Zellen ge-
zeigt werden.  
3.) Da der hierbei beobachtete und unerwartete, inhibitorische Effekt von Menthol 
nicht durch Aktivierung des TRPM8 erklärt werden kann, soll nun eine Charakte-
risierung der blockieren Ströme und eine Zuordnung zu den entsprechenden Ka-
nälen erfolgen. Die Ströme durch verschiedene K+-Kanäle sollen daher im weite-
ren Vorgehen durch spezifische Blocker für die einzelnen Kanäle voneinander ge-
trennt werden und eine Aussage über die Kanalfamilien, die an der Hemmung 
durch Menthol beteiligt sind, erlauben. 
4.) In Ca2+-Imaging Experimenten soll die funktionelle Expression von TRPM8-
Kanälen auf der Zelloberfläche überprüft werden. 
5.) Zur weiteren Charakteristik der GT1-Zelllinie sollen Aussagen über Zellgröße, 
Membrankapazität, Morphologie und Wachstum durch spezielle Messprotokolle 
(Doppelkap) und Bilder gemacht werden.  
6.) Ergebnisse anderer Autoren (Costantin, Charles, 1999; Costantin, Charles 2000; 
Van Goor et al, 1999) sollen in eigenen Experimenten reproduziert werden.       
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7.) In der Diskussion sollen die Ergebnisse in den aktuellen Stand der Forschung über 
Thermoregulation und Modifikation von Aktionspotentialen und Erregungszustän-
den von Neuronen eingeordnet und mit allgemein gültigen Prinzipien und Er-
kenntnissen verglichen werden.  
8.) Der Effekt von Pharmaka auf bestimmte Rezeptoren ist in der Regel dosisabhängig 
(Dosis-Wirkungs-Beziehung). Ziel ist dabei das Erstellen einer Dosis-Wirkungs-
Kurve.  
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2  Material und Methoden 
2.1 Zellkultur und GT1-Zelllinien 
 Die in der Einleitung beschriebenen Zelllinien GT1-1 und GT1-7 befanden sich zu Be-
ginn dieser Arbeit eingefroren bei -80°C in einem DMSO- und FCS-haltigen Medium und 
wurden zunächst aufgetaut. Die dadurch entstandene Zellkultur wurde als Passage 0 (P0) be-
zeichnet. Jedes Splitten und neues Aussähen der Zellen wurde als neue Passage betrachtet und 
entsprechend als P1, P2, P3, etc. bezeichnet. Die Zellkulturen wurden in 50 ml Gewebekultur-
flaschen (greiner bio-one) und in D-MEM Medium (+Glucose 4,5 g/l + L-Glutamin + Pyru-
vat, Invitrogen) supplementiert mit 10% FCS kultiviert. 
 
2.1.1 Splitten der Zellen 
 Um die Zellen zu splitten und in eine neue Gewebekulturflasche bzw. in 3,5 cm 
Petrischälchen für die Experimente zu überführen wurde aus der Kulturflasche zunächst das 
Medium abgesaugt. Anschließend wurde mit 3 ml D-PBS (Biochrom) gewaschen um die Me-
diumreste zu entfernen und die Accutase-Reaktion vorzubereiten. Nach dem Absaugen des D-
PBS wurde der Kulturflasche 1 ml Accutase hinzugegeben. Accutase ist eine Protease, die 
ähnlich dem Trypsin die Oberflächenstrukturen der Zellen verdaut und dadurch die Neurone 
von der Plastikoberfläche des Kulturschälchens löst. Accutase wirkt milder als Trypsin. Das 
Kulturfläschchen wurde mit der Accutase ca. 5 min bei 37°C inkubiert. Sobald sich unter 
Mikroskopsicht der Zellrasen von der Oberfläche gelöst hatte, wurden 4 ml D-MEM Medium 
(s.o.) hinzugegeben. Das FCS im Medium enthält Proteine, die die Accutase kompetitiv inhi-
bieren und dadurch die Reaktion abstoppen. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml Falcon-
Tube überführt und 5’ bei 900 U/min zentrifugiert. Die Zellen setzten sich am Boden des Fal-
con-Tube ab. Der Überstand wurde abgesaugt, und das Zellpellet  mit 3 ml D-MEM Medium 
resuspendiert. Aus diesen 3 ml wurden je nach Zelldichte vor dem Splitten 500 bis 1500 µl 
entnommen um eine neue Gewebekulturflasche zu beimpfen. Das Medium wurde in Kultur-
flasche auf 10 ml aufgefüllt. Von der Restlichen Suspension wurden 3,5 cm Petrischälchen 
(Nuclon) beimpft. Auf 1,5 ml D-MEM Medium wurden 80 bis 150 µl Zellsuspension gege-
ben. Die Petrischälchen für die Patch-Clamp-Experimente enthielten zusätzlich runde Glas-
Deckgläschen, die für das experimentelle Setup nötig waren (s.u.). Um den Zellen das An-
wachsen zu erleichtern wurden diese Glasdeckgläschen zunächst in 70% Ethanol gewaschen 
und dann mit Aqua dest. gespült. Dies beseitigt eventuell zurückgebliebene Substanzen auf 
der Glasoberfläche. Die Zellen wuchsen 6-12 Tage in den Petrischälchen, bevor sie für die 
Experimente zur Verfügung standen. Diese Wachstumszeit war notwendig, um die Kanal- 
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und Oberflächenproteine und Zuckerreste zu ersetzen, die durch die Accutase-Behandlung 
abgedaut wurden. Zu früh gemessene Zellen enthielten keine messbaren Kanalproteine. Elekt-
rophysiologisch gemessen wurden die GT1-1 Zellen ab P9 und die GT1-7 Zellen ab P5. Diese 
ersten Passagen verstreichen zu lassen war notwendig, damit die Zellen sich von den -80°C 
regenerieren und ihren gewohnten Wachstumsrhythmus wieder finden konnten.   
 
2.1.2 Bestimmung der Zelldichte 
 Die Bestimmung der Dichte der GT1-Zellen in der Petrischale erfolgte am jeweiligen 
Tag der elektrophysiologischen Messung. Zunächst wurde das Medium abgesaugt und zwei-
mal mit PBS-Puffer gespült. Die anschließende Behandlung mit 800 ml Trypsin/EDTA (0,5 g 
Trypsin/l, 0,2 g EDTA/l) sorgte für das Ablösen der Zellen von dem Boden der Petrischale. 
Trypsin ist eine unspezifische Protease, die membranständige Proteine, die für die Adhäsion 
der Zelle verantwortlich sind, hinter den Aminosäuren Lysin und Arginin spaltet. Um die En-
zymaktivität zu stoppen wurden nach ca. zwei Minuten 2,2 ml D-MEM Medium +10% FCS 
hinzugegeben. Die Proteine des Mediums hemmen das Enzym kompetitiv, so dass die Neu-
rone keinen Schaden nehmen.  
 Aus dem nun 1:2 verdünnten Medium (zuvor 1,5 ml, jetzt 3 ml) wurde ein Tropfen auf 
die Neubauer-Zählkammer gegeben. Ausgezählt wurden alle Zellen in den vier 16er Feldern 
in den Ecken der Kammer (Abb.2.1). Dabei wurden die halb auf dem oberen und linken Rand 
eines 16er Feldes liegenden Zellen mitgezählt, die halb auf dem unteren und rechten Rand 
nicht. Ein 16er Feld entspricht 0,1 µl. Daher wurde aus allen gezählten Zellen (aus vier 16er 
Feldern) der Mittelwert für ein 16er Feld gebildet. Um auf Zellen/ml zu gelangen wurde der 
Wert mit 10.000 multipliziert und aufgrund der Verdünnung wurde noch einmal mit 2 mul-
tipliziert. Die Zelldichte variierte sehr stark in Abhängigkeit der Kulturdauer. In dem Zeit-
raum, in dem die Messungen an den Zellen stattfanden, ergab sich eine Dichte in der Größen-
ordnung von im Mittelwert 4-6 * 106 Zellen/ml Medium. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2.1  Neubauer Zählkammer  
Ausgezählt werden je 16 Kästchen in den vier Ecken der Kammer.  
 Abb. 2.2 – Neubauer Zählkammer.  
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2.2  Patch-Clamp-Messstand 
 
Abbildung 2.2  Übersicht über den Messstand 
Das Mikroskop (M) ist auf einem pneumatisch gedämpften Tisch (PT) gelagert. Innerhalb des Faraday-Käfigs 
(F) befindet sich die Kamera (K), die mit dem Video-Bildschirm (B) verbunden ist und  das Perfusionssystem (P) 
mit der Absaugpumpe (Pu) für die Perfusion. Außerdem lagert direkt an der Messkammer die ‚headstage’ (H), die 
von dem Mikromanipulator (MP) dirigiert wird. Die Daten werden zunächst auf den Verstärker (V) und anschlie-
ßend auf den Computer (C) übertragen. Bei normalen Messungen ersetzen Computer und Monitor (Mo) das 
Oszilloskop (O), das nur zu Überprüfungszwecken eingesetzt wird. Weiterhin auf der Abb. zu erkennen ist die 
Tastatur des Computers (T) und die Gleichstromtransformatoren für den Mikromanipulator, das Mikroskoplicht 
und die Absaugpumpe (TS). Unter einer Glasabdeckung werden die Pipetten (Pip) geschützt aufbewahrt und 
nach der Messung in den Abwurf (A) entsorgt. Lösungen, die erwärmt und gerührt werden müssen, werden auf 
dem Rührer (R) für die Applikation vorbereitet.      
 
2.2.1 Mikroskop und optische Geräte 
Alle Patch-Clamp-Messungen wurden an einem Zeiss® Axioskop 1 Aufsicht-Mikroskop 
durchgeführt. Es war ausgestattet mit einer Videokamera, die das Annähern der Pipette an die 
Zelle bei geschlossenem Faraday-Käfig unter Monitorsicht ermöglichte. Mit Hilfe dieser Ka-
mera und geeigneter Computersoftware (Haupauge) wurden die Bilder der Neurone aufge-
nommen (Abb. 3.12). Gearbeitet wurde mit einer 400fachen Vergrößerung. Die Ummante-
lung des 40x Objektivs war aus einem speziellen Kunststoff gefertigt und besaß eine schlanke 
optimierte Spitzengeometrie. Die Form sowie numerische Apertur waren darauf ausgelegt 
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eine optimale Auflösung beim Eintauchen des Objektivs in die Perfusionslösung zu erzielen. 
Aus diesem Grund war ein gleichmäßiger Flüssigkeitsspiegel zwischen der Messkammer und 
dem Objektiv notwenig. Dies beeinflusste die Perfusion jedoch nur minimal. Die Brennweite 
war ausreichend groß, dass der Arbeitsabstand das Heranführen der Pipette an die Zelle zwi-
schen Kammerboden und Objektiv ermöglichte. Der Kontrast konnte mit verschiedenen Fil-
tern und an der Kameraeinstellung optimiert werden.  
 
Abbildung 2.3 Messkammer 
Der Aufbau der Messkammer wird hier zur besseren Übersicht als Foto (oben) und schematisch (unten) darge-
stellt. Zu erkennen ist das Objektiv (O), das sich durch eine schlanke Bauweise auszeichnet. Die Pipette (Pip) ist 
über den Pipettenhalter (PH) mit der ‚headstage’ (Hs) verbunden. Der Messschuh (M) befindet sich im Deckel des 
3,5 cm Nunc-Schälchen (N). Außerdem besitzt der Messschuh zwei Bohrungen für den Zulauf der Badlösung (Z) 
und die Referenzelektrode (R). Im Hintergrund ist die Absaugkanüle (A) zu erkennen. Die Messkammer lagert auf 
dem verstellbaren Mikroskoptisch (T). 
 
T
O
Pi
Hs 
Z 
R 
M 
N
A
PH 
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2.2.2 Verstärker und Headstage 
Die Messungen wurden zunächst an einem Axonpatch 200A und später an einem 200B 
Verstärker (Axon Instruments®, Foster City, USA) 
Der Axonpatch Verstärker und die headstage bildeten eine Einheit. Der wesentliche Unter-
schied zwischen den beiden Verstärkern ist die gekühlte headstage des 200B, während die 
headstage des 200A nicht gekühlt wurde. Funktionell entsprachen sich die Verstärker aber 
fast vollständig, sodass im Folgenden nicht zwischen 200A und 200B unterschieden wird.  
Die Verstärker verfügten über verschiedene Filter. In den Messungen wurden der 5 kHz 
Filter für Einzelkanalmessungen benutzt, und der 1 kHz Filter wurde für lang andauernde 
whole-cell-Strommessungen eingesetzt. Je kleiner der Filter war, desto geringer wurde die 
Auflösung und desto weniger Daten wurden auf dem Computer gespeichert. Ebenfalls ent-
scheidend für die Anzahl der gespeicherten Datenpunkte und die zeitliche Auflösung war die 
sampling rate (2.2.3). Über den Verstärker konnte weiterhin das Offsetpotential abgeglichen 
werden.  
Bei schnellen Umladungen der Zellmembran wirkt diese als Kondensator. Dies war anhand 
von Umladungsartefakten in der Messung zu beobachten und trat beispielsweise bei den Mes-
sungen ‚schnelle Rampen’ und ‚Testpuls’ auf. In den Messungen konnte man sich solche Ar-
tefakte zu Nutze machen, um schnell zu entscheiden, wie gut der elektrische Zugang zur Zelle 
war. Quantifiziert wurde dieser Zugang durch das Doppelkap-Programm (2.4.4). Bei der Auf-
nahme von schnellen Rampen waren diese Umladungsströme störend. Aus diesem Grund 
wurden sie mit Hilfe der ‚whole-cell parameters’ Einstellung kompensiert.  
 
Abbildung 2.4  Verstärker 
Auf der Frontansicht des Axonpatch 200B Verstärkers sind zu erkennen: Power (P), die Zap-Funktion zum ein-
brechen in die Membran (Z), Die verschiedenen Möglichkeiten zur Kompensation der schnellen Komponente der 
Pipettenkapazität  (K) und der whole-cell-Kapazität (WK), das Display (D) und die Anzeigeauswahl (A), die Mo-
duseinstellung der verschiedenen Konfigurationen (M), der Frequenzfilter (F), der Gain (G), der Ausgang zum 
Oszilloskop (Out) und die Leaksubstraction (LS). Einzelheiten siehe Text. 
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2.2.3 Computer und Software 
Die hauseigene Software wurde von Allen Bassaly und Horst Schneider, Institut für Phy-
siologie, Universität Marburg programmiert und besteht aus drei Programmen, ‚Oszi’, ‚SKK’ 
und ‚View’. Zum Aufzeichnen der Messdaten und Applizieren der Messprotokolle wurde das 
Programm ‚Oszi’ benutzt, zur Analyse der Daten, die in der whole-cell-Konfiguration gewon-
nen wurden, das Programm ‚SKK’ und zum Auswerten der Einzelkanalströme das Programm 
‚View’. Das Programm ‚Oszi’ verfügte über folgende Einstellungen: Es konnten verschiedene 
Messprotokolle programmiert und appliziert werden. Über die sampling rate wurde bestimmt, 
wie viele Datenpunkte pro Zeiteinheit aufgenommen wurden. Bei hoch auflösenden Messun-
gen zur Einzelkanalbestimmung betrug sie 16.000, zur Langzeitaufnahme zwischen 5.000 und 
2.000. Je geringer die sampling rate eingestellt wurde, desto geringer war die zeitliche Auflö-
sung und desto kleiner waren die gespeicherten Dateien. Über das ‚Holding potential’ konnte 
direkt eine Spannungsklemme bei einem gewünschten Membranpotential zwischen +200 mV 
und -200 mV gehalten werden.  
 
Abbildung 2.5  Testpuls im Programm ‚Oszi’ 
Das Programm ‚Oszi’ zeigt einen Testpuls, während die Pipette in das Bad eingetaucht ist. Die  Oszilloskopli-
nien stellen die vorgegebene Spannung (-5 bis +5 mV) sowie die Stromantwort (-700 bis +700 pA) dar. Nach dem 
Ohm-Gesetz wird hieraus der Pipettenwiderstand berechnet (hier 7,155 MΩ). 
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Der Testpuls gab Auskunft über die Dichtigkeit des Seals und der kapazitiven Membran-
ströme. Hierzu änderte sich die applizierte Spannung alle 250 ms um 10 mV. Je dichter der 
Seal war, desto geringer waren die Leckströme und die gemessenen Stromantworten der 
Zelle. Außerdem konnte man über die kapazitiven Ströme, die beim Testpuls entstanden, 
Aussagen treffen über die Konfiguration, in der sich Pipette und Zelle befanden. Je besser der 
elektrische Zugriff in das Zellinnere wurde, desto größer wurden die kapazitiven Ströme. Dies 
machte man sich beim Einbrechen in die Zelle zur Ganzzellableitung (whole-cell-Konfigura-
tion) zu Nutze.  
 
2.2.4 Mikromanipulator 
Die Patchpipette und die headstage lagerten auf einem Burleigh PCS 5000 Mikromanipu-
lator der Firma EXFO Life Science Group®. Dieser wurde durch drei Schrittmotoren elektro-
nisch von außerhalb des Faraday-Käfigs angesteuert. Der kleinste mögliche Schritt, mit dem 
die Pipette in eine der drei Richtungen im Raum bewegt werden konnte, betrug 60 nm, war 
also wesentlich kleiner, als die Auflösung des Mikroskops. Der Mikromanipulator war das 
wichtigste Werkzeug bei der Annäherung der Pipette an die Zellmembran, da diese konstant 
und präzise erfolgen muss, um einen optimalen Seal zu erreichen. Wenn es zu Verschiebun-
gen und zum ‚Abdriften’ der Pipette von der Zelle kommt reißt der Seal. Dies war äußerst 
selten zu beobachten, und wurde meist durch eine mechanische Störung des gesamten Mess-
aufbaus verursacht und nicht durch den Mikromanipulator.   
 
2.2.5 Perfusionssystem und Messkammer 
Aufbau 
Der Messschuh wurde von der Institutswerkstatt so gefertigt, dass er sich genau in den De-
ckel einer Nunclon® 3,5 cm Petrischale einpasste. Die Geometrie war empirisch ermittelt 
worden, um einen konstanten Durchfluss zu erhalten und zu vermeiden, dass Lösung unter 
dem Schuh hindurch abgesaugt wurde ohne die Zellen zu erreichen. 
 
Abbildung 2.6  Messschuh 
Der Messschuh passt genau in den Deckel der 
Petrischale. Dazu enthielt er kleine Fugen (F), eine 
Aussparung zum Absaugen der Perfusionslösung 
(A) und einen Mittelgang (M) in dem die Messungen 
stattfanden. Über den Zulauf (Z) wurde die Perfusi-
onslösung appliziert, die Referenz- oder Badelekt-
rode fand Platz in der Bohrung (B). 
Material und Methoden 
32 
Pipettendruck 
Der Über- und Unterdruck innerhalb der Pipette wurde mittels einer Perfusorspritze einge-
stellt. Dieses System stand mit einem Manometer in Verbindung, an dem anhand einer mm-
Skala der Pipettendruck in mmH2O eingestellt werden konnte. Das System für den Pipetten-
druck war ein Eigenbau der Institutswerkstatt. 
 
Absaugpumpe 
Die Absaugpumpe arbeitete über eine Walze, die in regelmäßigen Abständen bestimmte 
Teile eines Schlauches zusammendrückte und somit einen konstanten Unterdruck erzeugte. 
Über die Spannung konnte die Geschwindigkeit der Walze und damit die Absauggeschwin-
digkeit sehr genau eingestellt werden. Auch die Pumpe war eine Eigenkonstruktion der Insti-
tutswerkstatt. 
 
Durchflussmessung 
Die Durchflussmessung beinhaltete zwei Größen. Zum einen wollte man herausfinden, wie 
lange eine wirkstoffhaltige Lösung benötigte, um von dem Moment an, in dem der Hahn um-
gelegt wurde, die Zellen zu erreichen. Dies war die Verzögerung des Einwaschens, die bei der 
Auswertung der Messungen beachtet werden musste. Zum anderen wollte man eine Auskunft 
darüber erhalten, in welcher Zeit wie viel Lösung durch die Messkammer floss. Die Durch-
flussmessungen erfolgten mit brilliant-blue angefärbtem, gut sichtbarem Aqua dest. Es erga-
ben sich folgende Werte:  
Verzögerung von Umschaltung bis zum Erreichen der Zellen:  13 (± 1) s (Mittelwert aus 3 
Messungen pro Perfusorspritze). Durchflussgeschwindigkeit: ca. 2 ml/min   
    
Elektroden und Chlorier-Stand 
Referenz- und Ableitelektrode waren Silberchloriddrähte. Die Referenzelektrode befand 
sich in 150 mM K+-Lösung und hatte elektrischen Kontakt zur Badlösung über eine Agar-
brücke. Der Vorteil dieser Konstruktion gegenüber einer gesinterten Elektrode, die direkten 
Kontakt zur Badlösung hat, bestand im Eindämmen der Diffusion der Silberionen von der 
Elektrode in die Badlösung. So wurden eventuelle Wechselwirkungen des Ag+ mit den zu 
messenden Zellen vermieden. Die Ableitelektrode befand sich direkt an der headstage und 
ragte in das Lumen der Pipette, das mit Pipettenlösung gefüllt war. Bei den Messungen wur-
den an den Elektroden verschiedene Spannungen angelegt. Bei negativen Spannungen löste 
sich das Chlorid von der AgCl-Elektrode langsam ab. Optisch war dies an einer glänzenden, 
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silbernen Farbe der Elektrode zu erkennen. Bei den Messungen erhöhte sich das Rauschver-
hältnis. Die Elektroden mussten dann neu chloriert werden. Dies konnte chemisch oder elekt-
risch erfolgen. Hier wurde die elektrische Methode bevorzugt. Dazu wurde der zu chlorie-
rende Draht aus dem Patch-Stand ausgebaut und in eine Chlorierungsvorrichtung eingespannt. 
Der Silberchloriddraht der Referenzelektrode befand sich während der Chlorierung in einer 3 
M KCl-Lösung. Durch Anlegen einer negativen Spannung (der Draht wirkte als Anode) 
sammelten sich die Cl-Ionen an dem Silberdraht an. Über die Spannung ließ sich die notwen-
dige Chlorierungszeit variieren. Normalerweise wurde über Nacht bei 3 V chloriert. Gegen-
über einer schnellen Chlorierung bei größeren Spannungen war die chlorierte Schicht bei dem 
langsamen Vorgehen feinkörniger und langlebiger. Der Silberchloriddraht erschien nun matt 
schwarz und wies die geforderte Leitfähigkeit auf. 
Bei einer chemischen Chlorierung, die hier nicht durchgeführt wurde, wird die Elektrode in 
eine chloridreiche Säure gegeben.  
  
2.2.7 Pipetten und Pipetten-Zieh-Gerät (Puller) 
Die Pipetten wurden aus filamenthaltigen Glasröhrchen (GB150TF-8P) von Science Pro-
ducts® durch den DMZ-Universal Puller der Firma Zeitz-Instrumente GmbH® gezogen.  Die-
ser Puller ermöglichte das Einspeichern mehrerer Programme, um Pipetten mit verschieden 
großen Öffnungsdurchmessern zu ziehen. Dies geschah unter Erhitzung einer Glaskapillare 
durch einen Heizdraht und genau definierter Zugkraft. Die Programme des Gerätes unter-
schieden sich in Dauer und Stärke der Erhitzung, Verzögerung zwischen Erhitzung und Zeit-
punkt des Zuges sowie der Kraft des Zuges.  
Sobald die Pipette in die Badlösung der Messkammer eintauchte schloss sich ein Strom-
kreis zwischen Ableitelektrode und Referenzelektrode. In diesem Stromkreis stellte die Pi-
pettenöffnung den größten Widerstand R dar. Die Angabe der Größe der Pipettenöffnung als 
‚Widerstand R’ war einfacher und genauer als die Angabe ‚Durchmesser in µm’.  
Es wurden Pipettenöffnungen mit einem Widerstand von ca. 6-8 MΩ gezogen, dies ent-
spricht einem ungefähren Durchmesser von 1 µm.  
Um das sealen (‚Versiegeln’) zu erleichtern und den Abschluss zwischen Pipette und Zell-
membran zu verbessern wird die Pipette im Anschluss an das Ziehen poliert (2.2.8).  
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Abbildung 2.7 Puller 
Das Pipettenziehgerät (Puller) 
besitzt einen Power-Schalter (E) 
und drei Tastaturfelder (T) für 
bestimmte Programmeinstellun-
gen. Diese werden im Display DE 
angezeigt. Der Zug wird gestartet 
und gesteuert mit den Tasten des 
Bedienfeldes (B) und kann im 
Display DZ und den Kontroll-
leuchten (K) überwacht werden. In 
drei Zügen erhitzt das Heizfila-
ment (H) die Glaskanüle und stellt 
daraus zwei Pipetten her (P1 und 
P2).  
 
 
2.2.8  Microforge und Coating-Stand  
Microforge 
Nach dem Ziehen der Pipetten in dem Puller konnten die Glasränder an der Spitze noch 
scharfkantig sein. Aus diesem Grund wurde in der Microforge unter Mikroskopsicht ein 
Heizdraht sehr dicht an die Pipettenspitze gebracht. Das Glas schmolz kurz an und bildete 
einen kaum sichtbaren Wulst aus. Dies Verfahren erleichterte später das ‚sealen’ (siehe 2.4). 
 
 
 
 
Abbildung 2.8  Microforge 
Das Polieren der Pipette geschieht  unter 
Mikroskopsicht mit 40x Objektiv (Ob). Die grobe 
Einstellung des Pipettenhalters (H) erfolgt mit 
Hilfe eines Spiegels (S). Die Pipette (P)  wird 
dann mit einem Feintrieb (F) sehr nah an den 
Glühdraht (G) gebracht. Durch das Erhitzen 
wandert der Draht dann noch weiter auf die 
Pipette zu.  
 
Coating-Stand 
Sobald die Pipette in die Badlösung eintauchte und eine Spannung zwischen Ableit- und 
Referenzelektrode angelegt wurde, floss ein Strom. Der ausschlaggebende Widerstand 
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zwischen den Elektroden stellte zunächst die Pipettenöffnung und später die Zellmembran 
dar. Sowohl die Zellmembran als auch der Teil der Pipette, der in die Badlösung eingetaucht 
war, wirkten als Kondensatoren, die sich bei schnellen Spannungswechseln umluden. Diese 
Umladungsströme der Pipette konnten beispielsweise das Berechnen der Membrankapazität 
(2.4.4) verfälschen und bei schnellen Rampen zu Störartefakten führen. Das Beschichten der 
Pipetten mit dem R61 01 Coating Elastomer (Midlands, Michigan) führte zu geringeren 
Pipettenkapazitäten. Die Kapazität eines Kondensators errechnet sich als
d
AC rq **εε= , 
wobei gilt: C = Kapazität, εq = Dielektrizitätskonstante des Pipettenglas, εr = 
Dielektrizitätskonstante des Elastomers, A = Größe der Fläche, d = Abstand der 
Kondensatorplatten, bzw. hier die Summe aus der Dicke des Pipettenglases und des 
Elastomers. Die Dielektrizitätskonstanten εq und εr waren nicht zu ermitteln. Durch das 
Aufbringen des Elastomers wurde die Dicke der Pipette vergrößert und somit die Kapazität 
verringert. 
 
Abbildung 2.9  Coa-
ting-Stand 
   Das ‚coaten’ der Pipet-
tenspitze erfolgt unter 
dem Binokular (B). Die 
Pipette (P) wird drehbar 
in eine Halterung (PH) 
eingespannt und mit dem 
Coating-Elastomer in 
einer Spritze (C) be-
schichtet. Anschließend 
wird der Elastomer unter 
Heißluft (H) ausgehärtet. 
 
 
 
2.3 Lösungen und Chemikalien 
Die Bestandteile der Lösungen benötigen zum ‚Wohlbefinden’ der Zellen bestimmte Kon-
zentrationen. Bei der Patch-Clamp-Methode entscheidet die ionale Zusammensetzung außer-
dem über Umkehr- und Membranpotentiale, Auswascheffekte und chemische Triebkräfte. Die 
einzelnen Besonderheiten verschiedener Bad- und Pipettenlösungskombinationen wird im 
Ergebnisteil genau erläutert. Hier ist die Zusammensetzung der Lösungen aufgelistet. Die 
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Osmolaritäten wurden mittels des Dampfdruck-Mikro-Osmometers Modell 5500 (XR) der 
Firma Wescor, Inc. ® gemessen.  
 
Substanz      MW  Hersteller    EG/CAS-Nummer 
 
CaCl2.2H2O  147,02  Merck     91748-2 
HEPES  238,3  Sigma     7365-45-9 
CsCl  168,36  Fluka   
MgCl2  203,3  Sigma     7791-18-6 
CaCl2  147,02  Sigma 
NaCl  58,44  Riedel de-Haën    231-598-3 
KCl  74,56  Roth      2312118 
K-Glutamat  203,23  Sigma    
EGTA  380,35  Sigma    
4-AP  94,12  Sigma    
TTX     Sigma 
TEA  165,7  Sigma    
Menthol  156,3  Sigma 
Glucose  180,16  Sigma 
 
 
2.3.1 Pipettenlösungen 
Numberger Standard-K+-Lösung  
Sie wurde für whole-cell-Messungen verwendet und enthielt in mM: CaCl2.2H2O 1; HEPES 
10; KCl 140; MgCl2 2; EGTA 11; pH 7,2 mit KOH eingestellt, Osmolarität 279 mosmol 
(Numberger & Draguhn, 1996). 
Ca2+-feie Pipettenlösung 
Sie wurde für Ca2+-freie whole-cell-Messungen verwendet und enthielt in mM: HEPES 10; 
KCl 140; MgCl2 2; EGTA 11; pH 7,2 mit KOH eingestellt, Osmolarität 279 mosmol (Num-
berger & Draguhn, 1996). 
Numberger Cs-Lösung 
Sie wurde für whole-cell-Messungen verwendet und enthielt in mM: CaCl2.2H2O 1; HEPES 
10; CsCl 140; MgCl2 2; EGTA 11; pH 7,2 mit CsOH eingestellt, Osmolarität 279 mosmol 
(Numberger & Draguhn, 1996). 
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Pipettenlösung ‚B1’  
Enthielt in mM: KCl 50; K-Glutamat .H2O 20; NaH2PO4 10; MgCl2.H2O 2; K2-ATP 1,9; 
Na3-GTP 0,2; HEPES 10; EDTA 0,1; pH 7,4; 290 ± 10 mosmol/l (Kaufmann et al, 2005). 
 
2.3.2 Badlösungen 
Reid-Normal (5K+) 
Enthielt in mM: MgCl2 1; KCl 5; HEPES 10; CaCl2 2; NaCl 140; pH 7,2; Osmolarität 277 
mosmol/l (Reid et al, 2001) 
Reid-Hoch K+(144K+) 
Enthielt in mM: MgCl2 1; KCl 144; HEPES 10; CaCl2 2; pH 7,2 (mit KOH eingestellt); 
Osmolarität 276 mosmol/l (Reid et al, 2001) 
Reid Ca2+-frei 
Enthielt in mM: MgCl2 1; KCl 4 HEPES 10; NaCl 140; pH 7,2 (mit NaOH eingestellt); 
Osmolarität 279 mosmol/l (Reid et al, 2001) 
HANKS-Bad-Lösung 
Enthielt in mM: MgCl2.2H2O 1; CaCl2.2H2O 1; D-(+)-glucose.H2O 5,5; KCl 5,4; KH2PO4 
0,44; MgSO4.7H2O 0,8; NaCl 137; Na2HPO4.2H2O 0,34; HEPES 20; pH 7,4; 290 ± 10 
mosmol/l 
140K+ Lösung (Badelektrodenlösung) 
Enthielt in mM: NaCl 4,7; KCl 118; KHCO3 25; HEPES 10; Glucose 10; MgSO4 1; 
NaH2PO4 1,3; pH 7,3 (Kaufmann et al, 2005). 
 
2.3.3 Liquid-Junction-Potential (LJP) 
Je nach molekularer Struktur der in den Lösungen gelösten Ionen besitzen diese neben un-
terschiedlicher Konzentration und ihrer Ladungszahl (val) auch eine unterschiedliche Mobili-
tät (mob). Kommen Lösungen mit unterschiedlichen Ionen- oder Molekülkonzentrationen 
zwischen Pipettenöffnung und Badlösung miteinander in Berührung, entsteht ein Potential, 
das Liquid-Junction-Potential (LJP) (Barry & Lynch, 1991). Dies wird in der Oszilloskop-
darstellung durch das Offsetpotential zunächst korrigiert. Führt man nun Messungen an der 
gepatchten Zelle durch, so wird dieses Potential nicht berücksichtigt. Daher ist es notwendig, 
es in der Auswertung herauszurechnen und die Messungen um den Betrag des LJP zu korri-
gieren. Für die hier verwendeten Lösungen wurde das LJP nach einer generalisierten Hender-
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son-Gleichung mittels eines frei im Internet verfügbaren Programms 
(http://134.197.54.225/department/kenyon) berechnet. So ergibt sich:  
Ion 
mob 
(u) 
val 
(z) 
[Numberger 
Standard] 
[Reid 
Normal]
[Reid 
Hoch K) 
Na 0,682 1 0 140 0 
K 1 1 140 4 144 
Cs 1,05 1 0 0 0 
Cl 1,0388 -1 146 150 150 
EGTA 0,24 -2 11 0 0 
TEA 0,444 1 0 0 0 
Aspartat 0,3 -1 0 0 0 
HCO3 0,605 -1 0 0 0 
HEPES 0,3 -1 10 10 10 
Ca 0,4048 2 1 2 2 
Mg 0,361 2 2 1 1 
HPO4 0,39 -2 0 0 0 
SO4 - Sulfat 0,544 -2 0 0 0 
R   8,314 
T  293 
F  96500 
Mit diesen Werten ergeben sich folgende LJPs:  
LJP (Bad: Reid-Normal, Pipette: Numberger Standard) = 3,47 mV 
LJP (Bad: Reid-Hoch K+, Pipette: Numberger Standard) = -0,43 mV  
 Die Membranpotentiale und Klemmpotentiale sind mit den jeweiligen Liquid-Junction-
Potentials in der Auswertung korrigiert worden. 
 
2.3.4 Zellkultur 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
Das Medium enthielt 1mM L-Glutamin und 4,5g/l Glucose und wurde unmittelbar vor der 
ersten Benutzung mit 10% inaktiviertem (56°C, 30 min) FCS sowie 100 U/ml Penicillin, 100 
μg/ml Streptomycin versetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.  
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (D-PBS) 
DPBS ohne Ca2+ und Mg2+ (Biochrom, Berlin) enthielt pro Liter: 8 g NaCl; 0,2 g KCl; 1,15 
g Na2HPO4; 0,2 g KH2PO4; Lagerung bei 4°C. 
 
2.4  Elektrophysiologie  
Mit der Patch-Clamp-Technik wurden elektrische Ströme an der Zellmembran gemessen, 
die durch Ionenkanäle und Poren fließen. Dies geschah durch Heranführen einer Pipette mit 
einem Öffnungsdurchmesser von ca. 1 µm an die zu messende Zellmembran. Da die Ströme 
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in der Größenordnung von pico-Ampere (pA) lagen, war das System sehr empfindlich gegen-
über elektrischen Störungen. Alle Geräte innerhalb des Faraday-Käfigs mussten deshalb sepa-
rat geerdet sein und durften nicht mit Wechselstrom betrieben werden. Weiterhin war ein 
elektrisch sehr dichter Abschluss zwischen der Patchpipette und der Zellmembran erforder-
lich. Der optimale, d.h. sehr hochohmige Abschluss zwischen Pipette und Zellmembran wird 
als ‚Seal’ (Siegel) bezeichnet. Er liegt bei mindestens 5 GΩ, meistens wesentlich höher. Nur 
so ist die Auflösung von pico-Ampere-Strömen möglich. Messungen von Strömen bei nieder-
ohmigen Abschlüssen gehen im Rauschen der dann wesentlich höheren Leck-Ströme unter.  
 
 
Abbildung 2.10  Leckströme 
Die Zelle wird von der Badlösung überspült, in der sich auch die Pipette und die Referenzelektrode befinden. 
Die eingezeichneten Leckströme entstehen beim Heranfahren der Pipette an die Zelle und bei Verlust des Giga-
seals.  
 
Um einen ‚gigaseal’ zu erreichen wurde die Pipettenspitze unter leichtem Überdruck 
(Schutz vor Verstopfung der Spitze) mittels des Mikromanipulators  unmittelbar über die 
Zellmembran der zu messenden Zelle gebracht (Abb. 2.11). Die Annäherung an die Membran 
wurde in dem zunehmenden Widerstand zwischen Referenz- und Ableitelektrode sichtbar, 
sobald der Abstand der Pipette zur Zellmembran den Pipettendurchmesser unterschritt. Nun 
wurde ein Unterdruck an der Pipette angelegt und die Zellmembran angesaugt. Sobald der 
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‚gigaseal’ erreicht war, wurde der Unterdruck aufgehoben um die Zellmembran nicht zu be-
schädigen. Nun befand sich die Pipette in der cell-attached-Konfiguration oder ‚on-cell’.  
 
 
Abbildung 2.11  Patch-Clamp Konfigurationen 
Die in dieser Arbeit verwendeten Konfigurationen sind dargestellt. (A) zeigt das Annähern der Pipette an die Zelle. 
Durch Anlegen eines Unterdrucks gelangt die Pipette in die cell-attached-Konfiguration. Nun kann durch Anlegen 
eines stärkeren Unterdrucks in die Zelle eingebrochen werden (C), man erhält die whole-cell-Konfiguration. Be-
findet sich Amphotericin B in der Pipettenlösung, baut sich dies in die Membran ein, das Ergebnis ist die perfora-
ted-patch-Konfiguration (D) (modifiziert nach Numberger & Draguhn, 1996).    
 
Über die Spannungsklemme (voltage-clamp, VC) ließen sich unterschiedliche Potentiale 
extrazellulär zwischen Ableit- und Referenzelektrode anlegen. Dabei ließen sich die Ströme 
messen, die durch den Membranfleck (patch) flossen, der sich vor der Pipettenöffnung be-
fand. Er war verantwortlich für den Widerstand zwischen den Elektroden, da die übrige Zell-
membran aufgrund ihrer Größe und der Vielzahl von Ionenkanälen einen vergleichsweise zu 
vernachlässigenden Widerstand besaß. In der cell-attached-Konfiguration war das Messen 
von Einzelkanalströmen möglich (3.3). 
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Mit Anlegen eines sehr starken Unterdrucks an die Pipette konnte die Zellmembran inner-
halb des patches aufgerissen werden. Die Pipette befand sich dann in der whole-cell-Konfigu-
ration. Die Ableitelektrode hatte direkten Kontakt zum Zellinneren, die gesamte  Zellmem-
bran bestimmte den Widerstand zwischen Ableit- und Referenzelektrode und folglich maß der 
Verstärker den gesamten Strom, der sich aus den Einzelkanalströmen aller Ionenkanäle der 
Zelle zusammensetzte. In der Oszilloskopdarstellung kehrte sich mit dem Einbrechen in die 
Zelle die Richtung der Einwärts- und Auswärtsströme um. Eine an der Ableitelektrode ange-
legte negative Spannung sorgte in der cell-attached-Konfiguration zum Ausstrom von Katio-
nen aus der Zelle ins Innere der Pipette. In der whole-cell-Konfiguration bewirkte die negative 
Spannung an der Ableitelektrode einen Einstrom von Kationen aus der Badlösung ins Innere 
der Zelle.  
 
2.4.1 Einzelkanalmessungen in der cell-attached –Konfigura-
tion 
Einzelkanalaktivitäten lassen sich in der cell-attached-Konfiguration darstellen und über 
die Ermittlung der Leitfähigkeit G charakterisieren. Dabei gilt:  
U
I
R
G == 1  (Ohm-Gesetz).  
Die gemessenen Einzelkanäle und deren Auswertung werden im Ergebnisteil ausführlich 
beschrieben. 
 
2.4.2 Patch-Clamp-Messungen in der whole-cell-Konfiguration 
Für jedes Ion besteht ein Gleichgewichtspotential abhängig von der chemischen Verteilung, 
also dem Konzentrationsunterschied zwischen intra- und extrazellulärem Raum und der elekt-
rischen Triebkraft, die dem chemischen Gradienten entgegenwirkt.  
Das Gleichgewichtspotential für jedes einzelne Ion errechnet sich aus der Nernstgleichung: 
[ ]
[ ]i
a
C
C
zF
RTEE ln*0+= .  
Dabei ist R = allg. Gaskonstante (= 8,314 J/Kmol); T =  absolute Temperatur in Kelvin, 
(310°K im Körper, 293°K Raumtemperatur), z = Ladungszahl des betrachteten Ions, F = Fa-
raday-Konstante (Ladung der Avogadro-Zahl an Elementarladungen = 6*1023*1,6*10-19 = 
96485.3383 ~ 105 C/mol). In physiologischer Umgebung gelten die in Tab. 2.1 angegebenen 
Konzentrationen und berechneten Nernstpotentiale für eine Modellzelle (Klinke et al, 2005). 
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Ion Konzentration im 
Zytosol (mmol/l) 
Konzentration im 
Extrazellulärraum 
(mmol/l) 
Berechnetes Potential 
nach Nernstgleichung [ ]
[ ]iC
aC
z
ln*
10*6,9*
293*314,8
4  
Kalium (K+) 120 4,4 -90 mV 
Natrium (Na+) 15 145 60 mV 
Calcium (Ca++) <10-4 1 ~120 mV 
Chlorid (Cl-) 6 117 -78 mV 
 
Tabelle 2.1  Intra- und extrazelluläre Konzentrationen sowie die Nernstpotentiale der wichtigs-
ten Ionen 
 
2.4.3 Umkehrpotentiale 
Ströme an Zellmembranen können durch eine Ionenart getrieben sein oder Mischpotentiale 
mehrerer Ionen darstellen. Um dem fließenden Strom ein Ion zuzuordnen, findet man in der 
whole-cell-Konfiguration heraus, bei welcher intrazellulär angelegten Spannung der Wechsel 
von Ioneneinstrom zu Ionenausstrom erfolgt. Das Umkehrpotential des Stroms eines ein-
zelnen Ions entspricht dessen Gleichgewichtspotential (siehe Tab. 1). Zur besseren Darstel-
lung werden die Messungen in ein Strom-Spannungs-Diagramm eingetragen. Der Kreuzungs-
punkt zweier Stromlinien z.B. vor und nach Einwaschen eines Wirkstoffs gibt bei bekannter 
Ionenverteilung Auskunft über die Art der Ionen, die für die Stromänderung verantwortlich 
sind. Außerdem sind die Ionenkonzentrationen der intra- und extrazellulären Lösungen so 
gewählt, dass die Umkehrpotentiale von K+, Na+ und Cl- weit auseinander liegen.  
Lässt ein Ionenkanal mehrere Ionenarten passieren (dies ist u. a. bei unspezifischen Katio-
nen-Kanälen, wie den TRP-Kanälen, der Fall), so verrechnen sich die Gleichgewichtspotenti-
ale miteinander und es zeigt sich ein Umkehrpotential des Stromflusses, das zwischen den 
Nernst-Potentialen liegt. 
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Abbildung 2.12  Strom-Spannungs-Diagramm mit Umkehrpunkt bei -60 mV 
Die ionale Zusammensetzung der  Bad- und Pipettenlösungen ergibt ein berechnetes K+ Gleichgewichtspoten-
tial von  -86 mV. Der Umkehrpunkt in dieser whole-cell-Strommessung liegt bei -60mV. Dies deutet auf den Block 
eines Mischstroms hin, an dem K+ wesentlich beteiligt ist. 
 
2.4.4  Bestimmung der Membrankapazität  
Die Kapazität berechnet sich als 
U
QC = , mit Q = Ladungsmenge eines Protons (1,6*10-19 
Coulomb)  und U = Spannung in Volt (V). Gemessen wird die Kapazität in Farad (F), wobei 
gilt: 
V
AsF
1
11 = .  
Dieser Term lässt sich umstellen zu UCQ *= . Leitet man UCQ *= nach der Zeit ab, so 
ergibt sich
dt
dUCI = , oder mit Worten ausgedrückt: steigt die Spannung über die Zeit linear 
an, so folgt ein konstanter Strom. Dies wird bei Betrachtung der passiven Membraneigen-
schaften als RC-Glied deutlich.  
Die Membrankapazität als Integral über diesen Strom ist graphisch betrachtet also die Fläche 
unterhalb der Stromkurve, die auf eine konstante Spannungsänderung folgt.  
Die Bestimmung der Membrankapazität der GT-1 Neurone erfolgte  mit Hilfe des ‚Doppel-
kap’-Protokolls, in dem Spannungsrampen vorgegeben sind, die die Zelle innerhalb von 40 
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ms gleichmäßig von -60 mV auf -20 mV depolarisieren und im direkten Anschluss in der 
gleichen Zeit wieder von -20 mV auf -60 mV hyperpolarisieren.  
Im Strom-Spannungs-Diagramm wird I/U aufgetragen. Es ergeben sich hier ein depolarisie-
render Strom I1 und ein hyperpolarisierender Strom I2. Anhand der oben genannten Formeln 
ergibt sich:  
dt
dUCI *1= , und folglich: 
dt
dUC
dt
dUCII −−=− **21 . Da in dem Protokoll die Spannungsänderung genau 1 mV/ms 
ist ⎟⎠
⎞⎜⎝
⎛ =
s
V
ms
mV 1
40
40 , wird der Term 1=
dt
dU . Der Term lässt sich vereinfachen zu CII 221 =− . 
Da I1 und I2 genau entgegengerichtet sind, ist der Zahlenwert für I gleich dem Zahlenwert für 
C. Der einzige Grund für die Verwendung von einer depolarisierenden und einer repolarisie-
renden Rampe ist die bessere Darstellung in der Auswertung. Die Membrankapazität ist hier 
der Mittelwert aus dem Integral über den hellgrau und dunkelgrau dargestellten Kurvenab-
schnitt der Stromkurve (Schmitt & Koepsell, 2002). 
Im Kondensator ist die Größe der Kapazität abhängig von den Materialeigenschaften, dem 
Abstand der Kondensatorplatten und der Fläche der Platten (
d
AC ε= ). In der Zelle entspricht 
die Zellmembran den Kondensatorplatten und ihre Dicke dem Abstand. Bei schnellen Span-
nungswechseln folgt die Ladung und Entladung der Zellmembran den Gesetzen der Konden-
satorentladung im RC-Kreis. Da die Zellmembranen in Beschaffenheit und Dicke annähernd 
konstant sind, korreliert die Größe der Kapazität mit der Membranoberfläche.  
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Abbildung 2.13 Doppelkap Protokoll 
zur Bestimmung der Membran-
kapazitäten 
Eine Depolarisation von -60 mV auf -20 
mV dauert genau 40 ms. Die Stromkurve 
entspricht der Umladung der Membran, die 
als Kondensator wirkt. Je schneller diese 
Umladung erfolgt, desto besser ist der 
Zugang zur Zelle. Hier erfolgt die Umladung 
sehr schnell, ein guter Zugang ist gewähr-
leistet. In der cell-attached-Konfiguration 
ergäbe sich als Stromantwort auf dieses 
Messprotokoll eine waagerechte Linie. Die 
Größe der Steigung nach erfolgter Umla-
dung entspricht dem Leckstrom. Hier ist ein 
kleiner Leckstrom von ca. 4 pA zu erken-
nen. Berechnung der Membrankapazität: 
siehe Text. 
 
 
 
 
 
2.4.5  Bestimmung des Membranpotentials 
Die Bestimmung des Membranpotentials erfolgte innerhalb des Strom-Spannungs-Dia-
gramms, das aus den langsamen oder schnellen Rampen entstand. Abb. 2.14 zeigt ein Strom-
Spannungs-Diagramm aus einer langsamen Rampe. Das RMP ist dann erreicht, wenn kein 
Nettostrom über die Membran fließt. In Abb. 2.14 beträgt das Membranpotential -60 mV.  
 
 
 
Abbildung 2.14  Bestimmung des 
Membranpotentials anhand eines Strom-
Spannungs-Diagramms 
Das Membranpotential kann dort abgelesen 
werden, wo der Nettostrom = 0 ist. Es beträgt an 
diesem Neuron -60 mV 
I1 I2 
Material und Methoden 
46 
2.4.6 Messungen in der Spannungsklemme (voltage-clamp, 
VC) 
Mit der Spannungsklemme (voltage-clamp) wird eine festgelegte Spannung über die Zell-
membran angelegt und die fließenden Ströme über die Membran gemessen. Wie in Abb. 2.15 
gezeigt wird am +-Eingang des Messverstärkers eine Soll-Spannung (Vsoll) angelegt. Diese 
wird wie folgt an der Zellmembran gehalten: Kommt es zu einem Strom über die Membran 
(Im), so generiert der Operationsverstärker über einen Rückkopplungswiderstand (Rcomp) einen 
Strom mit der gleichen Stärke, jedoch in entgegen gesetzter Richtung (Icomp). Dieser Strom  
wird über die Ableitelektrode appliziert und auf dem Oszilloskop visualisiert (Neher, 1974). 
  
 
Abbildung 2.15  Spannungsklemme 
Gezeigt ist das Funktionsprinzip, mit dem der Verstärker eine definierte Spannung an der Zellmembran anlegt 
(Spannungsklemme). Einzelheiten siehe Text.  
 
 
2.4.7  Messungen in der Stromklemme (current-clamp, CC) 
Der Patch-Clamp-Verstärker ist in der Lage den Strom, der über die Zellmembran fließt, 
konstant zu halten. Verwirklicht wird dies mit der gleichen Verschaltung wie sie für die 
Spannung benötigt wird, nur dass nun die Spannungänderungen im Oszilloskop angezeigt 
werden. Mit der Stromklemme ist es möglich, depolarisierende Ströme auf die Zelle zu geben, 
und somit Aktionspotentiale zu provozieren. Eine weitere Anwendung ist das direkte Beo-
bachten der Depolarisation der Zellmembran bei Applikation von Substanzen und die Verän-
derung des RMP (siehe Ergebnisse). 
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Abbildung 2.16  APs in der Strom-
klemme 
Wird in der Stromklemme ein depolarisie-
render Rechteckreiz auf die Zelle gegeben, 
so antwortet sie mit einer Abfolge von Akti-
onspotentialen. Diese Daten entstammen 
Messungen an DRG-Neuronen in Vorexperi-
menten  und konnten an GT1-7 Zellen nicht 
gezeigt werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5 Molekularbiologie 
In dieser Arbeit wurde die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) 
angewendet, um herauszufinden, ob das Kanalprotein des TRPM8-Ionenkanals in den GT1-
Zelllinien exprimiert wird. Diese molekularbiologische Methode gliedert sich in vier Teile: 
 1.) Isolierung der RNA aus den GT1-Zellen 
 2.) Umschreibung der isolierten RNA in eine stabilere cDNA 
 3.) Eigentliche PCR mit der cDNA zur Amplifikation der gesuchten Gensequenz 
 4.) Aufspalten der DNA-Gensequenzen und Darstellung im Agarosegel 
 
2.5.1 Isolierung der RNA aus GT1-Zellen 
Die GT1-Zellen, aus denen die gesamt RNA isoliert werden sollte, wurden in zwei 3,5 cm 
Kulturschälchen (Nunc) kultiviert und verwendet, sobald ein zu etwa 20-40% konfluent 
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gewachsener Zellrasen entstanden war. Die nun folgende Homogenisierung und Isolierung 
erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Quiagen) nach Protokoll des RNeasy Mini Handbuch 
06/2001. 
 
Lyse 
Zuerst wurde das Medium (DMEM, s.o.) abgesaugt und der Zellrasen mit 1 ml PBS++ 
gewaschen um Reste des Mediums zu entfernen und Interaktionen mit dem Lysispuffer zu 
vermeiden. Nach dem Absaugen des PBS++ wurden 350 µl RLT-Lysispuffer mit Mercapto-
ethanol (10 µl/ml RLT) auf die Zellen pipettiert. Anschließend wurden diese mit einem Zell-
schaber abgelöst und mit einer Pipette in eine Eppendorfgefäß überführt.  
 
Homogenisierung 
Das Zelllysat wurde auf eine QIAshredder-Säule pipettiert, die in ein 2 ml Sammel-Tube 
eingebracht wird. Die nun folgende Zentrifugation bei 15000 rpm für 2 min diente der 
Homogenisierung des Materials. Anschließend wurde das homogenisierte Lysat in gleicher 
Menge 70%igem Ethanol gemischt.  
 
Binden der RNA an die Säule 
Im nächsten Schritt wurde das gesamte Lysat (maximal 700 μl) auf die RNeasy Mini-Säule 
gegeben, in ein 2 ml Sammel-Tube eingebracht und bei 10000 rpm für 15 sec zentrifugiert. 
Die RNeasy Mini-Säule adsorbiert selektiv RNA mit einer Länge > 200 Basen an einer 
Silikatgel-Membran. Das beigemischte Ethanol dient als Milieu, in dem die RNA besser an 
die Säule binden kann.  
 
Waschschritte 
Die folgenden Waschschritte dienten der Entfernung von kontaminierendem Material. 700 
µl RW1 Puffer wurden auf die RNeasy-Säule pipettiert und bei 10000 rpm für 15 sec 
zentrifugiert. Anschließend wurden 500 µl RPE Puffer auf die Säule gegeben und bei 10000 
rpm für 2 min zentrifugiert. Der bei jedem Waschschritt anfallende Durchfluss wurde verwor-
fen. 
 
Elution 
Um die RNA von der Säule zu lösen wurde diese in ein 1,5ml-Tube gestellt und 
abschließend 30 μl RNase freies Wasser direkt auf die Silikatgel-Membran pipettiert. Es 
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folgte eine letzte Zentrifugation bei 10000 rpm für 1 min. Die eluierte Probe wurde auf Eis 
(ca. 4°C) weiterverarbeitet, um einen Abbau der RNA in kurzer Zeit zu verhindern. 
 
Bestimmung der eluierten RNA-Menge 
Um die Menge der isolierten RNA zu bestimmen wurde die optische Dichte im Spektral-
photometer (Ultraspec 2000, Pharmacia Biotec) gemessen. Diese Methode erlaubt es, mittels 
des Lambert-Beerschen Gesetzes bei bekanntem Extinktionskoeffizient von RNA (ελ) über 
einen Lichtstrahl definierter Wellenlänge (λ) von 260 nm (Absorptionsmaximum von RNA) 
und einer Schichtdicke der Küvette (d) von 1 cm die Konzentration der RNA (E) in der zu 
untersuchenden Lösung zu bestimmen.  
Das Lambert-Beer-Gesetz lautet: dcE ** λλ ε= ; wobei gilt: E = Konzentration der 
absorbierenden Substanz in der Flüssigkeit in mol/l, ελ = dekadischer molarer Extinktions-
koeffizient bei der Wellenlänge λ  in l/mol cm, d = Weglänge des Lichtes in der Flüssigkeit in 
cm. Die vom Photometer berechnete RNA-Konzentration betrug für die Proben:  
GT1-7 RNA 1: 2 µg/ml (= 70 ng/µl) 
GT1-7 RNA 2:  2,5 µg/ml (= 82,5 ng/µl) 
Eluiert wurden 60 µl RNA, wovon 3 µl für die photometrische Konzentrationsbestimmung 
benötigt wurden. Also wurden 2x57 µl RNA über Nacht bei -20°C gelagert und am nächsten 
Tag in cDNA umgeschrieben.   
RNA der Zelllinie GT1-1 wurde freundlicherweise von Dr. Hagner Benes (Institut für 
Physiologie, Marburg) zur Verfügung gestellt.   
 
2.5.2 Umschreiben von RNA in cDNA 
Zum Umschreiben wird die RNA gemeinsam mit der reversen Transkriptase (RT), Nukle-
otiden (dNTP), Dithiothreitol (DTT) und einem SuperSkript in einem Puffer gelöst und 
inkubiert, dieser Mix wird als RT-Master Mix bezeichnet und enthält:  
• 4 µl 5x Puffer (Invitrogen) 
• 2 µl 0,1M DTT (Invitrogen) 
• 1 µl 10mM dNTP (Amersham 27-2050/27-2060/17-2070/27-2080) 
• 0,2 µl SuperScript Reverse Transkriptase (200 U/µl, Invitrogen) 
• 0,8 µl H2O RNAse frei (RNeasy Kit, Quiagen)  
Endvolumen: 20µl 
 Dieser Mastermix wurde 5mal angesetzt:  
1. GT1-1 +/+ (mit RNA, mit SuperSkript = Probe) 
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2. GT1-1 +/- (mit RNA, ohne SuperSkript = negativ-Kontrolle) 
3. GT1-7 +/+ (mit RNA, mit SuperSkript = Probe) 
4. GT1-7 +/- (mit RNA, ohne SuperSkript = negativ-Kontrolle) 
5. Ansatz -/- (ohne RNA, ohne SuperSkript = negativ-Kontrolle) 
Anschließend wurde der Mix wie folgt inkubiert:  
10 Minuten bei Raumtemperatur 
1 Stunde auf einem Hybaid Block bei 42°C (Temperaturoptimum der Reversen 
Transkriptase) 
15 Minuten auf einem Hybaid Block bei 70°C (Beendet die Reaktion durch Inaktivierung 
der Reversen Transkriptase) 
Anschließend wird die Lösung mit der cDNA kurz zentrifugiert und dann im Kühlschrank 
für maximal 2 Stunden oder bei -20°C für längere Zeit aufbewahrt. Das DTT besitzt 
reduzierende Eigenschaften und hilft Disulfidbindungen zu lösen. So wird die 
Sekundärstruktur der RNA zerstört. Die Reverse Transkriptase kann sich leichter an den 
linearen Nukleotidstrang anlagern und mit den im Überschuss vorhandenen dNTP eine DNA-
Abschrift (Transkript) anfertigen.  
 
2.5.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)  
Um die PCR durchführen zu können muss zunächst ein Ansatz pipettiert werden, der die 
nötigen Enzyme, Primer, Nukleotide und Energie liefernde Phosphate enthält. Hierzu wurden 
pipettiert:  
Probe: 4,0 µl cDNA GT1-1 bzw. GT1-7 
  0,5 µl Sense Primer TRPM8 
  0,5µl Antisense Primer TRPM8 
  0,5 µl Taq Polymerase (5U/µl, Roche) 
46,5 µl Master Mix für PCR 
Überschichtung des Ansatzes mit 2 Tropfen Mineralöl um die Verdunstung des Wassers 
während der Thermozyklen zu verhindern.  
Als Positivkontrolle diente hier eine Probe aus Spinalganglien der Ratte, in der Dr. Anke 
Randolf (Institut für Physiologie, Marburg) bereits das TRPM8 Kanalprotein nachweisen 
konnte. Die Primer wurden ebenfalls freundlicherweise von Dr. Anke Randolf zur Verfügung 
gestellt und enthielten folgende Nucleotidsequenzen:  
Sense-Primer TRPM8:  5’ AAT ACA ATC TGC CCC GCT TC 3’ 
Antisense-Primer TRPM8:  5’ GAG TCC CAC GAG CCT CCA AA 3’ 
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Amplikongröße:  mRNA: 562 bp,  genomische DNA: 2404bp (24kb) 
Position:   2881 bis 3443 3363513 bis 3387553 
Die von Mullis und Faloona 1987 eingeführte Technik zur Amplifikation von DNA-
Strängen beruht auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei Schritten, die im Thermo-
cycler (Omnigene, Hybaid) ablaufen. Hierzu wird zunächst das 500µl Reaktionsgefäß mit 
dem oben beschriebenen Reaktionsansatz in den Thermocycler gestellt und dieser gestartet:  
 
Denaturierung 
Der Thermocycler heizt die Probe für 2 Minuten auf 94°C auf. Dadurch trennt sich der 
DNA-Doppelstrang in zwei Einzelstränge auf (Denaturierung), außerdem wird die Taq-Poly-
merase aktiviert. In den folgenden Zyklen werden die 94°C nur noch für 45 Sekunden gehal-
ten.  
 
Hybridisierung  
Auf das Erhitzen folgt nun ein Abkühlen der Probe auf 55°C. Diese Temperatur wird eine 
Minute gehalten. Hierbei verbinden sich die Primer mit der DNA (Hybridisierung). Diese 
Verbindung ist nur dann stabil, wenn der Primer an seine komplementäre DNA-Sequenz bin-
den kann, und sich Basenpaare bilden.  
 
Elongation 
Die Temperatur wird für eine Minute auf 72 °C angehoben. Bei dieser Temperatur ist die 
Taq-Polymerase in der Lage Nukleotide an die Primer und die an ihnen entstehenden DNA-
Stränge anzuknüpfen. Zudem brechen die losen Verbindungen zwischen DNA und Primern 
sowie unspezifische und nichtkomplementäre Basenpaarungen.  
Dieser aus drei Schritten bestehende Zyklus wird 40mal wiederholt. Abschließend werden 
zur Strangvollendung für 3 Minuten 72°C eingestellt.  
 
2.5.4 Darstellung der DNA im Agarosegel 
Agarose ist ein Polysaccarid der Rotalgen Gelidium und Gracillaria. In einem 1,5%igen 
Ansatz wird die Agarose in Aqua dest. aufgekocht und anschließend in eine Blockform ge-
gossen. Zu dem Ansatz wird Ethidiumbromid (0,02 µl/ml) gegeben. Von diesem roten organi-
schen Farbstoff interkalieren jeweils drei Moleküle zwischen 10 Basen der DNA. Durch diese 
Interkalierung verändert sich das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid. Im UV-Licht 
können so DNA-haltige Gelabschnitte zum Leuchten angeregt werden, während Abschnitte 
ohne DNA dunkel bleiben. Durch die Interkalierung in die DNA ist Ethidiumbromid stark 
Material und Methoden 
52 
kanzerogen und wurde von der DFG 2005 in die Kanzerogenitätskategorie 3B (krebs-
verdächtige Arbeitsstoffe, die keiner anderen Gruppe zugeordnet werden können) eingestuft. 
Beim Umgang mit der Substanz sind Nitrilhandschuhe zu tragen. 
Ein Kamm innerhalb des Blocks sorgt für die Entstehung von Taschen, in denen die Proben 
eingebracht werden können. Beim Abkühlen bildet die Agarose eine Gelmatrix. Über das 
abgekühlte Gel wird ein elektrisch leitender Laufpuffer gegeben, und anschließend werden 
die Taschen mit den Proben aus der PCR, einem Marker und einer negativ-Kontrolle beladen. 
Durch Anlegen eines Gleichstroms wird die gleichmäßig negativ geladene DNA von der 
Kathode weg zur Anode gezogen. Je weniger Basenpaare dabei die einzelnen DNA-Moleküle 
besitzen, desto schneller sind sie in der Lage die Gelmatrix der Agarose zur durchqueren. 
Nach einer Laufzeit von 30 Minuten bei einer Spannung von 100 V sind die DNA-Moleküle 
soweit aufgetrennt, dass man sie mit der Position der Marker unter UV-Licht vergleichen 
kann. Die Gele sind im Ergebnisteil abgebildet und erläutert.  
 
2.6 Ca2+-Imaging 
Der TRPM8-Rezeptor ist ein unspezifischer Kationenkanal mit großer Leitfähigkeit für 
Ca2+. Um sein funktionelles Vorhandensein auf der Zelloberfläche zu prüfen, wurde die Ca2+-
Imaging-Methode eingesetzt. Zunächst wurde ein Schälchen mit GT1-7-Zellen unter dem 
Nikon Diaphot 300 Mikroskop platziert und eine einzelne Zelle eingestellt. Die Zellen wurden 
dann mit Reid-Normal-Badlösung (s. 2.3.2) überspült. Anschließend wurden die Zellen mit 
Fluo-3/AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), einem Fluoreszenzfarbstoff, der bei Ca2+-
Bindung fluoresziert, beladen. Hierzu wurde der Farbstoff zunächst in DMSO (Aldrich) mit 
20% Pluronic F-127 gelöst, um die Zellmembran besser durchdringen zu können. Die GT1-7 
Zellen wurden 15 Minuten bei RT in 10 µM Fluoro-3/AM inkubiert. Die endgültige DMSO-
Konzentration lag bei 0,1%.  
Während der Messung wurde ein einzelnes Neuron mit monochromatischem Licht von 488 
nm Wellenlänge angeregt und die Extinktion bei 530 ± 15 nm gemessen. Es wurde nur eine 
Zelle pro Schälchen gemessen. Das Fluoreszenzsignal wurde gegen die Hintergrundfluores-
zenz (F0) normalisiert und als F/F0 aufgetragen. 
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3  Ergebnisse 
3.1 PCR 
Die Ergebnisse der PCR zeigen, dass die mRNA des TRPM8 in den GT1-1 und den GT1-7 
Zellen vorhanden ist (Abb. 3.1, Spur 2 und 4). Als Positivkontrolle dienten hier Spinal-
ganglienzellen (dorsal root ganglia, DRG), die den TRPM8-Rezeptor exprimieren (McKemy 
et al, 2002). Bei Spur 3 und 5 handelt es sich um negativ-Kontrollen, in denen das Transskript 
fehlt (siehe 2.5). Obwohl DRG-Zellen aufgrund der langen Ausläufer viel RNA 
synthetisieren, kann aus der Stärke der Banden nicht auf die Quantität der RNA, bzw. des 
Proteins an der Zellmembran pro Zelle geschlossen werden. Die PCR ergibt hier lediglich ein 
qualitatives Ergebnis.  
 
Abbildung 3.1 PCR 
Spinalganglien-(DRG)-RNA diente als Positivkontrolle für die TRPM8-mRNA, da von DRG-Neuronen bekannt 
ist, dass sie TRPM8 exprimieren (McKemy et al, 2002). Die +/- Proben enthielten zwar die RNA, allerdings keine 
Polymerase. Zu erkennen ist, dass GT1.1 und GT1-7-Zellen die TRPM8-mRNA exprimieren.  
 
3.2 Ca2+-Imaging 
Während in der PCR die mRNA zwar nachgewiesen werden kann, zeigen die Ca2+-
Imaging-Experimente, dass einer Mentholapplikation, trotz Anwesenheit der TRPM8-mRNA, 
kein Ca2+-Einstrom in die Zelle folgt. Dies spricht gegen das Vorhandensein eines funktio-
nellen TRPM8-Rezeptors auf der Zelloberfläche, für den ein Ca2+- und Na+-Einstrom charak-
teristisch wäre. In den Messungen wurde eine Positivkontrolle benutzt, die 2003 von Morales 
TRPM8 mRNA Maus 
erwartete Fragmentgröße 563bp 
100bp
 200bp
400bp
800bp
1200bp
2000bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Spur 1 Low Mass Marker  Spur 7 Probe 6 DRG Maus 6 µl cDNA
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Spur 3 Probe 2  GT 1.1 +/- RT 6µl  Spur 9 Probe 8 E11 4µl  
Spur 4 Probe 3 GT 1.7 6µl   Spur 10 -/- Master Mix PCR 6µl 
Spur 5 Probe 4  GT 1.7 +/- RT 6µl  Spur 11 Low Mass Marker 
Spur 6 Probe 5  -/- RT 6µl 
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et al etabliert wurde. Sie beschrieben einen Ca2+-Anstieg nach Stimulation des muskarinergen 
Acetylcholinrezeptors (mAChR) durch Acetylcholin. Dieser vermittelt den Ca2+-Einstrom ins 
Zytosol aus intrazellulären Speichern. Hierfür spricht ein Block des Einstroms durch Muska-
rin, eine Substanz, die den mAChR hemmt, sowie ein Ausbleiben des Einstroms unter Gabe 
von Nikotin, einer Substanz, die den ionotropen, nicotinergen Acetylcholinrezeptor (nAChR) 
stimuliert. Außerdem wird eine Latenz von ca. 5 Sekunden zwischen Gabe von ACh und 
Ca2+-Einstrom ins Zytosol beobachtet (Morales et al, 2003). Diese Latenz konnte in den hier 
durchgeführten Messungen nicht beobachtet werden. Die Kontrollen wurden ebenfalls in 
umgekehrter Applikationsfolge durchgeführt, um sicher zu stellen, dass der Ca2+-Einstrom 
unter 1 mM Menthol nicht ausbleibt, da die Speicher entleert sind (Abb. 3.2 ,B). 
 
 
Abbildung 3.2  Ca2+-Imaging der GT1-Zellen 
Menthol führt nicht zu einem Ca2+-Einstrom in die Zelle. Die zeigt, dass der TRPM8-Rezeptor nicht funktionell 
vorhanden ist, sondern lediglich seine mRNA im Zytoplasma exprimiert wird. ACh diente als Positivkontrolle 
100 µM ACh 1 mM Menthol 
F/F0 
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3.3 Quantitative und qualitative Effekte von Menthol auf GT1-7 
Zellen 
Die folgenden Messungen wurden in der whole-cell-Konfiguration durchgeführt. Die ver-
wendeten Lösungen entsprechen den im Kapitel 2.3 beschriebenen.  
In kältesensitiven DRG-Neuronen und in Oozyten, die den TRPM8 exprimieren, führt 
Menthol zu einer Zunahme der Auswärtsströme. In den GT1-7 Zellen wird jedoch eine Inhi-
bition der Auswärtsströme deutlich (Abb. 3.3, A). Um diese geblockten Auswärtsströme nä-
her zu charakterisieren, wurden sie durch spezifische Blocker inhibiert. 4-AP und TEA blo-
ckieren die Mehrheit aller spannungsabhängigen K+-Kanäle (vgl. Tab. 1.1) in GT 1-7 Zellen. 
Nach dem Auswaschen ist dieser inhibitorische Effekt nahezu komplett reversibel. 1 mM 
Menthol zeigt einen stärkeren inhibitorischen Effekt als 4-AP und TEA. Außerdem besteht 
kein signifikanter Unterschied zwischen Menthol allein und in Kombination mit den Blockern 
(Abb. 3.3, A und B). Reid et al zeigten 2001, dass Kälte ebenfalls 4-AP and TEA insensitive 
Kanäle hemmt, die als ‘flicker background K+ channels’ bezeichnet wurden. Diese Beobach-
tung wurde als ungewöhnlicher, jedoch genereller Mechanismus für Modulation in primär 
sensorischen Neuronen beschrieben. Auf funktioneller Ebene am Einzelneuron geht der Block 
eines K+- Kanals mit Depolarisation einher (Reid & Flonta, 2001). Die geblockten Auswärts-
ströme in Abb. 3.3 geben jedoch nur einen Hinweis darauf, dass es sich um K+-Ströme han-
delt. Um diese Annahme zu verifizieren, wurden Messungen durchgeführt, bei denen die 
extrazelluläre K+-Konzentration gleich derjenigen in der Pipettenlösung war, und somit mög-
lichst nahe an der erwarteten intrazellulären K+-Konzentration lag (Hoch-K+-Messungen). 
Dadurch verschiebt sich das K+-Gleichgewichtspotential nach der Nernstgleichung von ca.  
-80 mV auf berechnete 0 mV. Gleichzeitig wird die treibende Kraft für den K+-Ausstrom ge-
ringer. Als Folge wird der Ausstrom bei positiven Haltepotentialen kleiner und der Einstrom 
bei negativen Haltepotentialen größer. Dies ist in Abb. 3.4 (A) nach dem Wechsel der 
Badlösung zu erkennen. Zur genaueren Analyse und um Stromspannungskurven zu erhalten 
wählt man eine nicht kontinuierliche Applikation von Spannungspulsen (Abb. 3.4, B). Aus-
gehend vom Haltepotential wurden Spannungspulse appliziert. Die resultierenden 
Stromamplituden wurden in Strom-Spannungskurven aufgetragen. Im Strom-Spannungs-
Diagramm aus Messungen unter physiologischen K+-Konzentrationen verschiebt sich das 
RMP Richtung 0 mV. Dies ergibt sich daraus, dass das RMP hauptsächlich durch die K+-Leit-
fähigkeit bestimmt wird.  
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Abbildung 3.1  Hemmung der Auswärtsströme durch Menthol, 4-AP und TEA 
(A) Um eine Übersicht über die blockierten Ströme zu erhalten, wurden zunächst kontinuierliche 
depolarisierende Rampen appliziert (-80 mV bis 80 mV in 2 s). Nacheinander wurden Badlösungen mit 1,5 mM 4-
AP + 2 mM TEA, 1 mM Menthol und 1,5 mM 4-AP + 2 mM TEA + 1 mM Menthol für jeweils 60 s über die Zellen 
gespült. Die inhibitorischen Effekte sind reversibel. Dennoch ist ein ‚rundown’ zu erkennen (vgl. 4.9 Rundown). 
(B) zeigt die Stromantworten im Strom-Spannungsdiagramm. 4 AP und TEA blocken die Auswärtsströme weniger 
stark als Menthol allein, während die Kombination der Substanzen keinen signifikant stärkeren Block zeigt.   
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Unter Blockierung der K+-Kanäle durch Menthol sinkt die K+-Leitfähigkeit und somit 
depolarisiert das RMP. In Messungen, in denen die K+-Konzentration der Badlösung der der 
Pipettenlösung und des Zytoplasmas gleicht (Hoch-K+-Lösungen) ist das RMP rechnerisch 
bei ca. 0 mV, da keine Konzentrationsdifferenz für K+-Ionen und daher auch kein elektrisches 
Potential besteht. Werden K+-Kanäle spezifisch geblockt, so ist ein geringerer Einstrom bei 
negativen Haltepotentialen und ein geringerer Ausstrom bei positiven Haltepotentialen zu 
erwarten. Das RMP (Strom = 0) bleibt in Abb. 3.4 (B) bei ca. 5 mV bestehen und demaskiert 
die geblockten Ströme als K+-Ströme.  
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Abbildung 3.4 Strom-Spannungs-Diagramme unter Hoch-K+-Badlösung 
(A) Änderung der Ein- und Auswärtsströme beim Wechsel von physiologischer auf Hoch-K+-Lösung. Die Ein-
wärtsströme nehmen zu, die Auswärtsströme nehmen ab. Unter Applikation von 1mM Menthol werden Ein- und 
Auswärtsströme kleiner. (B) Mentholapplikation bei Hoch-K+-Badlösungen: Im Vergleich zu Messungen unter 
physiologischen K+-Konzentrationen verschiebt sich das RMP unter Hoch-K+-Badlösungen in Richtung 0 mV. 
Unter Mentholapplikation bleibt es nahezu unverändert bei ca. 0 mV (n = 7) (** = p < 0,01; Block = 67,36% ± 
8,36% bei 60 mV, Haltepotential bei -90 mV in Stufen von 10 mV von -50 mV bis 60 mV). Dies bestätigt die ge-
blockten Ströme als K+-Ströme. 
Der Einschub in (B) verdeutlicht, wie das Strom-Spannungsdiagramm entstanden ist: Jeder Spannung ist ein 
Strom in der Kontrolle und ein Strom unter 1 mM Mentholapplikation zum Zeitpunkt t = 450 ms zugeordnet.  
 
Der K+-Gesamtstrom einer Zelle setzt sich aus einer heterogenen Gruppe von K+-Kanal-Ty-
pen zusammen (siehe 1.4). Eine wichtige Unterscheidung innerhalb der Klasse der ‚delayed 
rectifier-channels’ besteht zwischen dem  IK(A)-Strom und dem IK(DR)-Strom. Diese lassen sich 
durch 4-AP und TEA nur schwer und unpräzise voneinander unterscheiden. Aus diesem 
Grund wurde ein bestimmtes, nach Costantin et al und Hille modifiziertes, Spannungsproto-
koll verwendet: Wird die Zellmembran von einem stark negativen Potential (-140 mV) auf ein 
Potential von > -50 mV depolarisiert, öffnen sich alle spannungsabhängigen K+-Kanäle, und 
man beobachtet einen K+-Gesamtstrom. In den in Abb. 3.5 gezeigten Messungen diente das -
140 mV-prepulse-Protokoll (von einem ‚prepulse’ von -140 mV wird zunächst auf -50 mV 
und dann in 10 mV-Schritten bis auf 60 mV depolarisiert) zum Aufzeichnen dieser Ströme.  
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Um herauszufinden, welcher Teil der K+-Ströme durch Menthol geblockt wird, wurde  
1 mM Menthol gemeinsam mit 1 µM TTX appliziert. TTX blockt die spannungsabhängigen 
Na+-Kanäle (NaV), damit sich deren Ströme nicht mit den IK(A)-Strömen überlagern (siehe 
oben). In Abb. 3.5 (B) und (E) ist zu erkennen, dass während Applikation dieser Substanzen 
nur die schnell aktivierenden IK(A)-Ströme erhalten bleiben. Die langsam aktivierenden IK(DR)-
Ströme und die Na+-Ströme werden geblockt (vgl. Abb. 3.5, G) (n = 8). Dies zeigt sich auch 
in den Differenzströmen.  
Auch in Messungen in der outside-out-Konfiguration unter Applikation desselben Span-
nungsprotokolls war der Effekt sehr deutlich sichtbar (Abb. 3.5, D bis F, n = 2). Da in der 
outside-out-Konfiguration das Zytoplasma im Idealfall vollständig durch Pipettenlösung er-
setzt wurde, kann mit dieser Konfiguration gezeigt werden, dass G-Protein gekoppelte Re-
zeptoren und deren nachgeschaltete Signaltransduktionskaskaden nicht für die beobachteten 
Effekte verantwortlich sind. Die second-messenger-Proteine fehlen hier, das Menthol wirkt 
also direkt an den spannungsabhängigen K+-Kanälen der delayed rectifier Familie.  
Quantifizierung der Effekte führte zu einer dosisabhängigen Verminderung der positiven 
Auswärtsströme. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der dosisabhängigen Wirkung von 
Menthol, die McKemy et al 2002 zeigten und auf die TRPM8-Aktivierung zurückführten 
(McKemy, 2002).  
Die sigmoidal verlaufende Dosis-Wirkungskurve (dose-response-curve), wurde für die 
Werte bei 60 mV mit OriginLab Pro 7 berechnet (n = 7) (Abb. 3.6). Zugrunde liegt die Appli-
kation einer Pulsfamilie (prepulse: 250 ms -140 mV, steps: 250 ms auf -50 mV bis 60 mV). 
Während der pulse-trains wurde Menthol in den Konzentrationen 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1 
mM und 3 mM appliziert. Aus den puls-trains wurden Strom-Spannungsdiagramme erstellt. 
Die ED50 für Menthol ergab bei Raumtemperatur (20-24°C) 380 µM. Sie liegt damit höher als 
die ED50, die für den TRPM8 in kaltsensitiven Neuronen beschreiben ist (80 µM) (McKemy 
et al, 2002).  
Aus diesen Messungen geht nicht hervor, inwiefern Menthol die spannungsabhängigen Na+-
Kanäle beeinflusst, da diese durch TTX geblockt wurden. Um diesen Effekt zu charakterisie-
ren folgten Experimente unter Isolation der Na+-Ströme. 
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Abbildung 3.5  Charakterisierung der K+-
Ströme 
Unter einem Spannungsprotokoll mit einem 
prepulse von -140 mV ist in (A) bis (C) die Appli-
kation von 1 mM Menthol und 1 µM TTX abgebil-
det, (D) bis (F) zeigt die Applikation von 3 mM 
Menthol im outside out-patch. Die geblockten 
Ströme sind jeweils als Differenzströme (C), (F) 
verdeutlicht. (G) zeigt die Trennung der einzelnen 
Ströme voneinander (Einzelheiten siehe Text, vgl. 
Abb. 1.4 und Watkins and Mathie, 1994)  
200 pA 
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Abbildung 3.6 Dosis-Wirkungskurve der Menthol-induzierten Hemmung des Auswärtsstroms  
(A) Dosis-Wirkungskurve aus Messungen unter standard Bad- und Pipettenlösung mittels des -140 mV 
prepulse-Protokolls (Einzelheiten siehe Text). Die Berechnung erfolgte mit OriginLab Pro 7.0 und ergab einen 
ED50-Wert von 380 µM Menthol (n = 7). Die Daten sind als Mittelwert ± SEM angegeben. (B) I-V-Kurven für die 
Gesamtheit der 7 gemessenen Zellen. Der inhibitorische Effekt betrug bei 60 mV 13,78%, SEM 0,098 für 1µM, 
18,10%, SEM 0,164 für 10 µM, 38,84%, SEM 0,131 für 100 µM, 79,54%, SEM 0,065 für 1 mM und 95,22%, SEM 
0,025 für 3 mM Menthol. 
 
3.3.1 Messungen unter isolierten Na+-Strömen 
In den bisherigen Messungen konnten die Na+-Ströme nicht untersucht werden, weil sie 
durch das Neurotoxin Tetrodotoxin (TTX) geblockt wurden. Dies geschah, um die frühen 
Phasen des K+-Ausstroms erkennen zu können, die andernfalls durch den Na+-Einstrom in die 
Zelle überlagert worden wären. Um Aussagen über die Beeinflussung der Na+-Kanäle durch 
Menthol treffen zu können, müssen diese also isoliert betrachtet werden. Hierzu wurden 
Lösungen verwendet, die alle anderen Ströme blocken sollten. K+-Kanäle werden durch 
Tetraethylammonium (TEA) geblockt. Da TEA in sehr unterschiedlichen Konzentrationen 
einige K+-Kanäle nur von extrazellulär (Einwärtsgleichrichter, Kir) und andere von 
intrazellulär und extrazellulär (delayed rectifier, KATP, K(Ca)) blockt, enthält sowohl die 
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Pipetten- als auch die Badlösung 10 mM TEA. Darüber hinaus wurde das intrazelluläre K+ 
durch 145 mM Cs-Glutamat ersetzt. Der Selektivitätsfilter der K+-Kanal-Pore ist bei allen K+-
Kanälen relativ gleich aufgebaut und zu eng, um das größere Cs+-Ion passieren zu lassen.  
Um die Cl--Ströme zu blockieren wurde in der Na+-Isolations-Lösung Cl- durch die Amino-
säure Glutamat substituiert, die ebenfalls die Pore nicht passieren kann. Ca2+, Sr2+ und Ba2+ 
können mühelos die spannungsabhänigigen Ca2+-Kanäle passieren, und da Ba2+ gleichzeitig 
die K+-Kanäle blockiert wird es häufig eingesetzt, um Ca2+-Kanäle isoliert zu untersuchen. 
Viele andere divalente Kationen (Cd2+, Ni2+, Co2+, Mn2+) blocken diese Kanäle jedoch. Hier 
wurde 50 µM CdCl2 der Extrazellulärlösung hinzu gegeben um einen effizienten Block der 
Ca2+-Kanäle zu erhalten. Die Messungen unter Na+-Isolation waren schwierig durchzuführen, 
da die Zellen unter Einfluss dieser Substanzen und ohne Kompensationsströme schnell ster-
ben und der Seal dadurch häufig zerstört wurde.  
Keine der Messungen (n = 7) zeigte ein signifikanten Block der spannungabhängigen Na+-
Ströme durch 1 mM Menthol. Dies ist ein Hinweis darauf, dass der inhibitorische Effekt auf 
K+-Kanäle spezifisch ist und nicht aufgrund von Interaktion der Membranproteine durch 
Einlagerung und Veränderung der Zellmembran zu erklären ist. Abb. 3.7 zeigt die 
normalisierten I-V-Kurven der 7 Messungen sowie eine Beispielmessung im Einschub. 
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Abbildung 3.7 Strom-Spannungsdiagramm bei Na+-Isolation 
(A) Strom-Spannungs-Diagramm aus den normalisierten Messungen von insgesamt 7 Zellen. In den Messun-
gen wurde von einem Haltepotential von -90 mV in 20 mV Schritten auf Potentiale zwischen -100 und 100 mV 
gesprungen. Bei dem für Na+-Kanäle charakteristischen Verlauf öffnen sich die Kanäle ab ca. -40 mV mit dem 
darauf folgenden starken Na+-Einwärtsströmen. Bei -20 mV sind alle Kanäle geöffnet und der Einwärtsstrom 
maximal. Bei zunehmend weniger negativen Potentialen und schließlich positiven Potentialen nimmt dann die 
elektrische treibende Kraft für Natriumionen ab, da sich das Potential dem Na+-Gleichgewichtspotential nähert, 
das bei ca. 60 mV erreicht wird.  Der Na+-Strom unter Applikation von 1 mM Menthol statistisch nicht von dem 
Na+-Strom ohne Menthol-Applikation zu unterscheiden ist. Eine Tendenz ist erkennbar, diese könnte allerdings 
auch durch den ‚rundown’ der Na+-Ströme hervorgerufen werden. Dieser ‚rundown-Effekt’ war in den meisten 
Messungen zu erkennen, es handelt sich dabei um eine generelle Reduktion der Ströme mit zunehmender Zeit, 
in der sich die Zelle in der  whole-cell-Konfiguration befindet (siehe 4.9). Um die schnellen Na+-Ströme graphisch 
aufzulösen, sind im Einschub die ersten 17,5 ms nach dem Spannungssprung gezeigt. Menthol-Applikation zeigt 
keine Veränderung der Na+-Ströme, die NaV bleiben von der Substanz unbeeinflusst. Zu jedem Spannungs-
sprung wurden die maximalen Einwärtsströme durch die Na+-Kanäle in einem Strom-Spannungs-Diagramm auf-
getragen. (B) Die maximalen Na+-Einwärtsströme bei -20 mV im Balkendiagramm. Der Unterschied ist nicht 
signifikant.   
 
3.3.2 Messungen in Ca2+ freier Badlösung 
Ca2+-aktivierte K+-Kanäle wie die BKCa- und SKCa-Kanäle öffnen sich als Antwort auf ei-
nen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Diese Kanäle sind auch in GT1-7 Zellen 
exprimiert (van Goor et al, 1999). In den folgenden Experimenten wurde Ca2+ aus der Badlö-
sung ausgewaschen. Durch das fehlende Öffnen der Ca2+-aktivierten K+-Kanäle kommt es in 
Ca2+ freier Lösung zu einer signifikanten Reduktion der Auswärtsströme.  
Es wurden nun Spannungspulse entsprechend dem Einschub in Abb. 3.8 an der Zelle ange-
legt und gleichzeitig 1 mM Menthol appliziert. Vergleicht man den hemmenden Effekt auf die 
Auswärtsströme durch Menthol in Messungen mit 2 mM Ca2+-haltiger Badlösung mit solchen 
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in Ca2+ freier Badlösung, so ist der hemmende Effekt bei 60 mV in Ca2+ freier Badlösung ge-
ringer. Die Anwesenheit von Ca2+ scheint also den hemmenden Effekt von Menthol zu ver-
stärken. Hieraus ist ersichtlich, dass Menthol einen hemmenden Effekt auf Ca2+-aktivierte K+-
Kanäle besitzt. (siehe auch 4.4). Die Größe des Unterschieds zwischen den Effekten in den 
verschiedenen Badlösungen (12,4%) zeigt aber auch, dass beinahe 90% (87,6%) des ge-
blockten Auswärtsstroms bei 60 mV unabhängig von der extrazellulären Ca2+-Konzentration 
sind.  
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Abbildung 3.8  Messungen in Ca2+ freier Badlösung 
(A) Strom-Spannungs-Diagramm, das mit der im Einschub dargestellten Pulsfamilie erstellt wurde (Ausgehend 
von -140 mV Sprünge von 10 mV von -50 mV bis 60 mV).  Der Strom hat, wie der durch 1 mM Menthol geblockte 
Strom, eine auswärts gleichrichtende Komponente. In (B) wird der hemmende Effekt von Menthol in Ca2+-haltiger 
und Ca2+-freier Badlösung quantitativ verglichen. Die Auswärtsströme bei 60 mV nehmen in Ca2+-freier 
Badlösung im Mittel um 11,5% ab. Der hemmende Effekt von Menthol ist in 2 mM Ca2+-haltiger Lösung jedoch im 
Mittel um 8,6% stärker ausgeprägt (vgl. auch Kapitel 4.4 und Abb. 4.2) 
 
3.4 Einzelkanäle 
In vielen Messungen wurde nach dem ‚sealen’ in der cell-attached-Konfiguration ein Span-
nungsprotokoll mit 4 Sekunden anhaltenden Spannungssprüngen um 20 mV appliziert (Abb. 
3.9, A). Da es sich hierbei um ein Pipettenpotential handelte, die Zellmembran allerdings 
noch nicht aufgerissen war, lag die angezeigte Spannung extrazellulär an, der intrazelluläre 
Raum war also gegenüber der Pipette negativ geladen. Von den gemessenen Zellen (n = 83) 
zeigten sich in 8 Zellen Einzelkanalöffnungen (Abb. 3.9, C). Einzelkanäle werden anhand von 
Öffnungsverhalten und Leitfähigkeit charakterisiert. Die Leitfähigkeit σ ist der Kehrwert des 
Widerstandes. Sie lässt sich nach dem Ohm-Gesetz berechnen (
U
I==
R
1σ ). Um die 
Leitfähigkeit für einen Kanal zu berechnen, werden schrittweise verschiedene Spannungen an 
die Zellmembran über die Spannungsklemme angelegt. Abb. 3.9, C zeigt fünf verschiedene 
Spannungen. Die Amplitude der Kanalöffnungen entspricht der Größe des Stromes I, der 
durch den Kanal fließt. Um exakte Aussagen über die Amplitude der Kanalöffnung machen 
zu können wird eine Häufigkeitsverteilung über die Offen- und Geschlossen-Ereignisse er-
stellt. Die Breite der Klasseneinteilung beträgt 0,1 pA in Abb. 3.9, C. Die Höchstwerte 
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(peaks) der Histogramme entsprechen dem Offen- und Geschlossenzustand. Der Abstand der 
peaks kann abgelesen und in ein Strom-Spannungs-Diagramm eingetragen werden (Abb. 3.9, 
B). Die durchschnittliche Steigung der Regressionskurve durch die vier Punkte entspricht der 
Leitfähigkeit des Kanals, in diesem Fall liegt sie bei 34 pS. Dies erlaubt jedoch keine Aussage 
darüber, ob es sich hierbei um Einwärtsgleichrichter (Kir) oder Ca2+ abhängige K+-Kanäle mit 
kleinen Leitfähigkeiten (SK) handelt, da alle diese Kanäle im Bereich der gemessenen Leitfä-
higkeiten liegen (Hille, 2001; Ohya et al, 2000; Cao et al, 1999).    
   
 
Abbildung 3.9 Bestimmung der Leitfähigkeit eines Einzelkanals 
(A) Spannungsprotokoll mit Spannungssprüngen, die in der cell-attached Konfiguration angelegt wurden. In (C) 
sind die Stromantworten der Zelle bei 5 verschiedenen Spannungen aufgetragen (U = 20 mV, U = 40 mV, U = 60 
mV, U = 80 mV und U = 100 mV). Hier sind die Einzelkanalöffnungen zu erkennen. Rechts sind die 
dazugehörigen Histogramme dargestellt. Aus vier der fünf Spannungen und den Amplituden der Kanalöffnungen 
lassen sich in (B) vier Punkte im Strom-Spannungs-Diagramm darstellen. Auf diese Weise kann die Leitfähigkeit 
(34pS) bestimmt werden. Einzelheiten siehe Text. 
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3.5 Morphologie der GT1-7 Zellen 
Die Messungen wurden zwischen dem 5. Tag und dem 10. Tag nach dem Splitten und Um-
setzen der Zellen durchgeführt (Abb.3.10, A, B). Die Bestimmung der Zellgröße wurde indi-
rekt mittels der Membrankapazität (siehe 2.4.4) bestimmt. Hier konnten keine signifikanten 
Unterschiede zwischen jungen und älteren Zellen festgestellt werden. Die Membrankapazität 
war abhängig von der Morphologie der Zelle. Neuronen mit vielen und langen Fortsätzen 
(Abb. 3.10, B)  und solche, die sich in Zellverbänden befanden (Abb. 3.10, D) hatten große 
Membrankapazitäten bis zu 50 pF, kleine Zellen z. T. unter 10 pF.  
Nachdem die Zellen dem Brutschrank entnommen wurden, wurden sie i. d. R. innerhalb ei-
ner Stunde gemessen und das gesamte Schälchen anschließend verworfen. In einigen Fällen 
fanden längere Messungen statt, so dass nach einer Zeit von zwei Stunden bei RT ohne CO2-
Begasung vermehrt Zelltrümmer von bereits abgestorbenen Zellen in der Messkammer beo-
bachtet werden konnten (Abb. 3.10,C).    
Abbildung 3.10 Fotos der GT1-7 Zellen in verschiedenen Zuständen 
(A), (B) Zellen unterschiedlichen Alters (5 Tage, bzw. 10 Tage nach dem Umsetzen) mit verschieden langen 
Zellfortsetzen, die die Membrankapazität beeinflussen. (C) Aufnahme nach einer Messung über längere Zeit. 
Zelltrümmer abgestorbener Zellen werden weggespült. Zellen, die sich wie in (D) gezeigt, in einem Zellverband 
befanden, wurden i. d. R. nicht gemessen. 
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4 Diskussion 
4.1 Vor- und Nachteile beim Arbeiten mit der GT1-7-Zelllinie 
Zu den Vorteilen beim Arbeiten mit Zelllinien zählt die große Verfügbarkeit der Zellen, 
ohne dass Versuchstiere getötet werden müssen. Weiterhin gehören alle Zellen der gleichen 
Zellart an. Bei Ableitungen aus Hirnschnitten, gerade an den weit verstreuten GnRH produ-
zierenden Neuronen, kann nur indirekt über die abgeleiteten Ströme eine Auskunft darüber 
gegeben werden, ob es sich tatsächlich um das erwartete Neuron handelt. Bei Versuchstieren 
wirken Stress, Ovarialzyklus und Präparationstraumata auf den Aktivierungszustand der Neu-
rone ein. Neurotransmitter wie Neuropeptid Y, Noradrenalin, GABA, Opioide und Glutamat 
modulieren durch Interaktion mit benachbarten Zellen im Schnitt das zu messende Neuron. 
Die GT1-Zellen sind in ihrem Aktivierungszustand homogener, da diese Interaktionen fehlen. 
Diesen Vorteilen stehen einige Nachteile gegenüber: Trotz der großen Verfügbarkeit der 
GT1-Zellen, stammen alle Zellen von einer einzigen Zelle ab und besitzen folglich alle den 
genetischen Expressionshintergrund einer einzigen Zelle. Diese Zelle repräsentiert bei den 
Überlegungen also die gesamte Population der GnRH-produzierenden Zellen. GT1-Zellen 
wurden von Mellon et al 1990 in einem sehr frühen Entwicklungszustand immortalisiert. Ihre 
Genexpression und Funktion entsprechen also möglicherweise nicht denen in ausdifferen-
zierten GnRH-Neuronen, wie sie im Gehirn vorkommen. Die Arbeit mit Zelllinien ist also 
immer nur ein Versuch, der physiologischen Situation nahe zu kommen, sie kann jedoch die 
Experimente im Hirnschnitt nicht vollständig ersetzten.     
 
4.2  Methodisches Arbeiten 
4.2.1 Lösungen 
Bei der Patch-Clamp-Technik sind die Lösungen für das experimentelle Setting sehr ent-
scheidend, da mit ihnen die Umkehrpotentiale eingestellt werden und die Zelle in ein artifi-
zielles Milieu gelangt.  In den hier durchgeführten Experimenten hat sich gezeigt, dass die 
Lösungen, die nur die notwendigsten Substanzen enthielten die besten Ergebnisse lieferten. 
Bei richtig eingestellter Osmolarität und pH-Wert gab es in Bezug auf das ‚sealen’ keine Un-
terschiede zwischen Minimallösungen und anderen, aufwendiger herzustellenden Lösungen. 
Die Lösungen verschiedener Autoren sind in Tab. 4.1 gegenübergestellt. Die hier vergliche-
nen Autoren nutzen verschiedene Pipettenlösungen, die sich jedoch in ihrer grundsätzlichen 
Zusammensetzung sehr ähneln. Costantin et al verwenden BAPTA statt EGTA und MgATP 
statt MgCl2. In dieser Arbeit konnte kein Vorteil von ATP-haltigen Pipettenlösungen erkannt 
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werden. Leicht hypoosmolare Pipettenlösungen können das ‚sealen’ vereinfachen, da sich da-
durch die im Vergleich hyperosmolare Zelle in die Pipettenöffnung hineindrückt.  
Name MW Standard-Ka-
lium-Lösung 
   
Quelle  Numberger Costantin 2001 van Goor 
1999a, 1999b, 
2000 
Hu et al. 2006 
  [mM] [mM] [mM] [mM] 
BAPTA   5.5 (statt EGTA)  1 
CaCl2  1   0.1 
EGTA 380.25 11 10 oder 0.5   
HEPES 238.30 10 10 10 10 
K-Aspartat 180.20   70  
K2ATP     2 
KCl  140 140 70 20 
K-Gluconat     110 
MgATP 507.18  3   
MgCl2 203.30 2  1 2 
NaCl      
Na2 creatine 
phosphate 
    10 
Na2GTP     0.2 
pH  7,2 (mit KOH) 7,2 (mit KOH) 7,2 (mit KOH) 7,2 (mit KOH) 
Tabelle 4.1  Pipettenlösungen verschiedener Autoren im Vergleich 
 
Name MW    
Quelle  Costantin 2001 van Goor 1999a, 
1999b, 2000 
Hu 2006 
  [mM] [mM] [mM] 
CaCl2  1.3 2.6 2 
Glucose  10 10 10 
HEPES 238.30 10 10 10 
KCl  2.8 4.7 5 
MgCl2 203.30 2.0 2 2 
MgSO4   0.7  
NaCl  137 120 140 
pH  pH 7.2 (mit NaOH) pH 7.4 (mit NaOH) pH 7.4 (mit NaOH) 
Tabelle 4.2  Badlösungen verschiedener Autoren im Vergleich 
 
4.2.2 Pipetten und Puller 
Der DMZ Puller war in dieser Arbeit störungsanfällig. Allerdings wurde kein Vergleich mit 
einem anderen Puller vorgenommen. Das Heizfilament altert und lässt dann in der Heizkraft 
nach. Dies musste nach und nach durch verstellen des ‚delay’ zwischen den ‚pulls’ korrigiert 
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werden. Im Abstand von ca. 2-3 Monaten je nach Benutzungshäufigkeit brennt das Filament 
durch. Durch den mechanischen Verschleiß kann es zu Funktionsausfällen kommen. Mecha-
nisch beanspruchte Teile müssen in diesem Fall neu gefettet werden, was zu den Wartungsar-
beiten an dem Gerät gehört. Wenn die Pipettenspitze nicht richtig abgerundet ist, geht die 
Möglichkeit einen ‚gigaseal’ zu erreichen, verloren. In dieser Arbeit konnte nicht gezeigt 
werden, dass der Einsatz der Microforge einen Vorteil beim ‚sealen’ erbringt. Wichtig schien 
es jedoch, dass der Puller so gut funktioniert, dass die Pipetten beim Eintauchen in das Bad 
sofort offen sind und einen Widerstand von ca. 6 MΩ haben sollte. Ein Seal von mehreren 
GΩ konnte dann einfach und reproduzierbar erreicht werden.  
 
4.3 Hemmung der spannungsabhängigen K+-Kanäle durch Men-
thol 
Nach unserem besten Wissen wird in dieser Arbeit der hemmende Effekt von Menthol auf 
spannungsabhängige K+-Kanäle in Neuronen des ZNS erstmalig beschrieben (Abb. 3.3, 3.4, 
3.5, 3.6, 3.8). Da diese Ionenkanalgruppe aus zahlreichen Familien mit unterschiedlichen Ak-
tivierungs- und Deaktivierungscharakteristiken besteht (Kapitel 1.4.1), ist es nicht möglich 
allein durch Spannungsprotokolle und pharmakologische Blockierungen die genauen Subty-
pen zu bestimmen. Die Applikation des Rampenprotokolls (-80 mV bis 80 mV in 2 Sekun-
den) zeigt einen signifikanten Block bei -10 mV. In den später gezeigten voltage-step-Mes-
sungen, in denen sprungartig von -140 mV auf verschiedene Membranpotentiale gesprungen 
wurde, zeigte sich ein bevorzugter Block der langsam öffnenden und inaktivierenden K+-Ka-
näle, den slow-delayed rectifier channels, die für den IK(DR)-Strom verantwortlich sind und 
deren Genprodukte als KCNQ bezeichnet werden (siehe Kap. 1.4.1). Mutationen dieser Ka-
näle, die die Funktionalität beeinflussen, prädispositionieren deren Träger zu bestimmten 
Formen kindlicher Epilepsien. Hierdurch wäre anzunehmen, dass Menthol eher iktogene Ef-
fekte auf neuronaler Ebene besitzt. Vorexperimente zu dieser Arbeit zeigten sowohl eine Er-
höhung der AP-Frequenz durch Menthol auf spontan feuernde kältesensitive Neurone als auch 
Erniedrigung in hitzesensitiven Neuronen in Spinalganglien in Hypothalamusschnitten der 
Ratte (Wollweber et al, 2006). Dies zeigt, dass eine prognostische Verallgemeinerung der 
Mentholwirkung nicht möglich ist, da sie zellspezifisch und vom Expressionsprofil der jewei-
ligen Zellpopulation abhängig ist.  
Darüber hinaus blieben bei niedrigen Mentholkonzentrationen die schnellen IK(A)-Ströme er-
halten, während sie bei höheren Konzentrationen zunehmend ebenfalls geblockt wurden. Die 
Selektivität des Mentholblocks ist somit ebenfalls dosisabhängig.  
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Um herauszufinden, welcher exakte Subtyp der KV-Kanäle geblockt wird, wäre es in Folge-
experimenten notwendig, zunächst mittels weiterer PCR-Experimente zu eruieren, welche 
Kanäle in den GT1-7-Zellen exprimiert sind. So beschreiben Gutman et al 2005 allein 5 un-
terschiedliche KCNQ-Kanäle mit annähernd gleichen Kinetiken. Die große Gruppe der KV1-
Kanäle zeigt ebenfalls sehr langsame Kinetiken, die durch β1.1-Untereinheiten in ihrer Öff-
nungskinetik modifiziert wird (Robertson, 1997). Fehlen diese Untereinheiten, so kommen 
auch diese spannungsabhängigen K+-Kanäle in Frage (Abb. 4.1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.1  Kinetiken und Modifi-
zierung der KV1-Kanäle 
  In Messungen in Xenophus-Oozyten 
wird die α-Untereinheit der KV1-Kanäle 
wird durch β1.1-Untereinheiten 
modifiziert. Die ursprünglich langsamen 
Inaktivierungskinetiken werden somit 
stark beschleunigt. Fehlen diese β1.1-
Untereinheiten in GT1-7 Zellen, so kommt 
auch diese K+-Kanalgruppe für eine 
Beeinflussung durch Menthol in Frage. 
(Robertson, 1997)  
 
 
 
4.4  Messung der Ca2+-Ströme 
4.4.1 Messungen in Ca2+-freier Lösung 
Neben den im Ergebnisteil erläuterten Effekten von Menthol unter Ca2+-freier Lösung 
konnte beobachtet werden, dass der positive Strom (hauptsächlich ein K+-Ausstrom) bei +60 
mV beim Umschalten von 2 mM Ca2+-haltiger Lösung auf Ca2+ freie Lösung abnimmt. Dies 
konnte 1985 von A. Marty und E. Neher in chromaffinen Zellen und 2001 von Costantin et al 
in GT1-1 Zellen beobachtet werden (Marty & Neher, 1985; Costantin et al, 2001). In Ca2+-
haltiger Badlösung öffnet der Einstrom von Ca2+ in die Zelle die Ca2+ abhängigen K+-Kanäle. 
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Der daraus resultierende K+-Ausstrom überwiegt dem Ca2+-Einstrom, sodass netto der Aus-
strom während der Spannungssprünge größer wird. In Ca2+ freier Badlösung ist dieser K+-
Ausstrom kleiner, da die intrazelluläre Ca2+-Erhöhung nur noch durch Freisetzung aus den 
intrazellulären Ca2+-Speichern erfolgt. Um diese Freisetzung zu Puffern, befindet sich EGTA 
in der Pipettenlösung. Strömt Ca2+ von extrazellulär und aus dem Speichern ein, ist dieser 
Puffer überlastet. Er funktioniert allerdings, wenn das Ca2+ von außen wegfällt.  
Inwieweit dies allerdings ausreichend ist, um die kleiner werdenden Ströme zu erklären 
bleibt fraglich, da ein Einstrom von Ca2+ aus intrazellulären Speichern die Zellmembran nicht 
depolarisiert, der folgende Ausstrom durch Ca2+ abhängige K+-Kanäle also stärker zum tragen 
kommt (siehe Abb. 3.8, B). Inwiefern einzelne Gruppen der Ca2+ abhängigen K+-Kanäle wie 
z.B. der BKCa-Kanal und bisher unklare Mechanismen an diesem Effekt beteiligt sind kann 
nicht gesagt werden. Die Reduzierung der Ströme bei Applikation von Spannungssprüngen in 
Ca2+-freier Lösung lässt jedoch darauf schließen, dass sich spannungsabhängige Ca2+-Kanäle 
(VGCCs) in den GT1-7 Zellen befinden. Bei Applikation der maximal löslichen Mentholkon-
zentration (3 mM unter physiologischen Ionenzusammensetzungen der Lösungen) bleibt nur 
ein sehr geringer Strom vorhanden. Blieben die VGCCs von dem Menthol unbeeinflusst, so 
müssten sie in Abb. 4.3, (B) sichtbar werden. Daraus leiten sich zwei Erklärungen ab:  
1. Die VGCCs werden durch Menthol in hohen Dosen ebenfalls geblockt. Es bleibt nur ein 
kleiner Ausstrom bestehen, der sich aus Leckströmen und verbleibenden IK(A)-Strömen zu-
sammensetzt.  
2. Menthol blockt VGCCs (und damit die Ca2+-Ströme) nicht, und bei Applikation von 
3 mM Menthol wird ein Großteil der K+-Ströme geblockt. Da die Ca2+-Einwärtsströme den 
K+-Auswärtsströmen entgegengerichtet sind, wäre es möglich, dass sich diese Ströme gegen-
seitig aufheben und sich somit in den Messungen, die nur die Nettoströme erfassen können, 
maskieren. In Folgeexperimenten müssen also Messungen erfolgen, bei denen der Ca2+-Strom 
isoliert dargestellt wird und dann durch Menthol geblockt werden kann.   
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Differenzströme
3 mM Menthol 
1 µM TTX 
200 pA 
50 ms 
-140 mV 
-50 mV
+60 mV
-90 mV 
Kontrolle
C 
B 
A 
Differenzströme
 
 
 
 
 
Abbildung 4.2  Applikation von 3 mM Menthol 
      Unter einem prepulse von -140 mV wurde in Sprüngen auf verschiedene Haltepotentiale gesprungen (A). 
Unter 3 mM Mentholapplikation sind die Auswärtsströme maximal geblockt (B); der Strom durch spannungsab-
hängige Ca2+-Kanäle sollte hier erkennbar sein, sofern er nicht geblockt oder Maskiert ist. (C) zeigt die geblock-
ten Differenzströme. (vgl. auch Abb. 3.7)  
 
4.4.2 Ca2+-Imaging 
Das Ca2+-Imaging zeigt wahrscheinlich einen Ca2+-Einstrom aus den intrazellulären Spei-
chern (Morales et al, 2003). Von den getesteten Substanzen Carbachol, ATP, Menthol, Ace-
tylcholin, Reid-Hoch-K+-Lösung hat lediglich das Acetylcholin einen positiven Ca2+-Ein-
strom bewirkt. In den Patch-Clamp-Messungen konnten keine Ca2+-Ströme beobachtet oder 
isoliert werden. Diese Daten weisen darauf hin, dass sich keine oder nur sehr wenige Ca2+-
Kanäle auf der Zelloberfläche befinden. Molares und Kollegen beschreiben 2003 außerdem 
einen Ca2+-Einstrom aus den intrazellulären Speichern, der durch ACh getriggert wird, was 
ebenfalls gegen das Vorhandensein von Ca2+-Kanälen auf der Zellmembran spricht.   
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4.5 Effekte von Menthol auf spannungsaktivierte Na+-Kanäle 
(Nav) 
2002 zeigten Haeseler et al einen dosisabhängigen Effekt von Menthol in ethanolhaltiger 
Stocklösung auf spannungsabhängige Na+-Kanäle. In dieser Arbeit konnten diese Ergebnisse 
nicht bestätigt werden (Abb. 3.7), allerdings wurde Menthol hier direkt in der Badlösung ge-
löst. Eine mögliche Erklärung für die von Haeseler et al beobachteten Effekte könnten Etha-
noleffekte oder synergistische Effekte von Menthol und Ethanol sein (Haeseler et al, 2002), 
da bisher hierzu keine entsprechenden Kontrollen gefunden werden konnten.  
 
4.6 Periphere und zentrale Kältewahrnehmung  
In der Haut liegen mit unterschiedlicher Dichteverteilung primäre Temperaturrezeptoror-
gane als freie, marklose Nervenendigungen vor, deren Perikarien in den Spinalganglien lie-
gen. Nach Umschaltung im Hinterhorn des Rückenmarks treten die Temperatur codierenden 
Aδ- und C-Fasern in den Vorderseitenstrang ein und verlaufen gemeinsam mit den Schmerz-
fasern. Sie enden als Tractus spinothalamicus im ventrobasalen Kernkomplex des Thalamus, 
als Tractus spinoreticularis in der Formation reticularis und als Tractus spinotectalis im Tec-
tum des Mittelhirns.  
Auf molekularer Ebene ist der TRPM8 Rezeptorkanal für eine Depolarisation der periphe-
ren, primären, kälteempfindlichen Neurone verantwortlich und wird hier stark exprimiert. 
Diese Depolarisation der schnell adaptierenden Rezeptoren führt zu einer Erhöhung der AP-
Frequenz, die nach zentral weitergeleitet und dort meist zu einer mit Unlust geprägten Sin-
neswahrnehmung verarbeitet wird. 
Die zentrale Temperaturregulation ist weitgehend unbekannt und wird im Hypothalamus 
vermutet. Der genaue Mechanismus ist jedoch weitaus komplizierter als innerhalb der peri-
pheren Temperaturwahrnehmung. Hier existieren mehrere Ansätze, um diesem Mechanismus 
zu erklären: 
Innerhalb des Hypothalamus exprimieren nur wenige, diffus verstreut liegende Zellen den 
TRPM8-Rezeptor (Wollweber et al, 2006). Weiterhin öffnet der TRPM8-Rezeptorkanal sich 
erst bei Temperaturen unterhalb von 28°C, einer Temperatur, die 9,5°C unterhalb der phy-
siologischen Kerntemperatur von 37,5°C liegt und dort beim lebenden Menschen nicht er-
reicht wird. Vorausgehend zu den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen konnten die von 
Bastian Wollweber am Institut für Physiologie in Marburg extrazellulär abgeleiteten Messun-
gen zeigen, dass nur wenige der Hypothalamuszellen kältesensitiv sind. Scheinbar im Wider-
spruch dazu stehen die Ergebnisse, dass alle Zellen des Hypothalamus Mentholeffekte auf-
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weisen (Wollweber et al, 2006). Die hier gezeigte Inhibition von spannungsabhängigen K+-
Kanälen durch Menthol erscheint daher unabhängig von der Kältewahrnehmung zentraler 
Hypothalamusneurone zu sein. Um diese Ergebnisse besser zu verstehen sollten Patch-Clamp-
Messungen in in vitro Hirnschnitten von Ratten folgen. Außerdem werden die Ergebnisse in 
ein Computer-Modell integriert und hiermit Simulationsversuche durchgeführt.  
 
4.7 Auswirkungen von Menthol auf die Suchtentstehung 
Menthol ist der einzige Zusatzstoff in Zigaretten, mit dem die Zigarettenindustrie wirbt. Ne-
ben dem erfrischenden Geschmack hat Menthol in Zigaretten auch eine bronchodilatorische 
Wirkung (Ahijevych & Garrett, 2004). Um den Effekt auf das Suchtverhalten zu erforschen, 
beobachteten Pletcher et al in der CARDIA-Studie Raucher von mentholhaltigen Zigaretten 
und verglichen sie mit Rauchern von nicht mentholhaltigen Zigaretten im Zeitraum von 1985 
bis 2000 (Pletcher et al, 2006). Das Ergebnis der Studie zeigte, dass mentholhaltige Zigaretten 
zwar keinen schädlicheren Einfluss auf das Risiko einer koronaren Herzerkrankung haben als 
nicht mentholhaltige Zigaretten, es den Rauchern aber wesentlich schwerer fällt, das Rauchen 
aufzugeben, wenn Menthol dem Tabak hinzugefügt wurde. Benowitz et al versuchten diesen 
Effekt zu erklären, indem sie zeigten, dass Menthol in den Nicotinmetabolismus der Leber 
eingreift und den Abbau dieses neuroaktiven Alkaloids verzögert (Benowitz et al, 2004). Dies 
steht allerdings im Widerspruch zu der CARDIA-Studie, da ein verzögerter Nicotinabbau das 
Arterioskleroserisiko erhöhen würde.  
Durch die Ergebnisse in dieser Arbeit konnte an dem C-Labs-Neuron-Modell 
(http://www.clabs.de) gezeigt werden, dass die Mentholapplikation die AP-Frequenz eines 
nach Hodgkin & Huxley programmierten Neurons, durch Hemmung der K+-Kanäle und ein 
dadurch bedingtes Anheben des RMP, erhöht. Im Falle der GnRH-Neurone des Hypothala-
mus würde ein solcher Frequenzanstieg eine erhöhte Hormonausschüttung zur Folge haben 
und über den Mechanismus der Adaptation die Empfindlichkeit der Empfängerorgane herab-
setzten. Die Folge wäre ein Verlangen nach Menthol, um die hormonelle Homöostase auf-
recht zu erhalten. Nach den hier gezeigten Ergebnissen wäre dieser Effekt nicht auf die GnRH 
freisetzenden Neurone beschränkt, sondern hätte einen unspezifischen Effekt auf die erregba-
ren Zellen, die mit Menthol in Kontakt kommen, wie die Neurone der zirkumventrikulären 
Organe.  
Das Beobachten von Hormonspiegeln unter i.v. Mentholapplikation bei Versuchstieren 
wäre ein Schritt, um diese Hypothese zu untermauern.  
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4.8 Inhibitionmechanismen spannungsabhänigiger K+- Ionen- 
 kanäle durch Menthol 
Chemisch gehört Menthol zu den Alkoholen. Die Substanz ist amphiphil und hat sich in den 
hier gezeigten Versuchen bis zu einer Konzentration von 3 mM ohne Zusatz von Lösungs-
mitteln wie DMSO in Wasser gelöst. Dazu war es notwendig, die Lösung kurzzeitig auf ca. 
40°C zu erwärmen. Nach dem Abkühlen blieb das Menthol gelöst. Unklar bleibt der Mecha-
nismus, mit dem Menthol die K+-Kanäle blockiert. Möglicherweise verändert Menthol durch 
Einlagerung in die Zellmembran deren Fluidität. Dies würde erklären, weshalb sich unter Ap-
plikation mäßiger Mentholkonzentrationen (10 µM bis 1 mM) die Qualität des Seals verbes-
sert und bei zu hoher Konzentration der Seal reißt. Gegen diese Hypothese spricht die Beo-
bachtung, dass Menthol keinen Effekt auf das Öffnungsverhalten der spannungsabhängigen 
Na+-Kanäle besitzt.  
 
Abbildung 4.3  Applikation von Ethanol 
(A) zeigt eine Applikation einer Spannungsfamilie. In (B) wurden 51,4 mM (3 0/00) Ethanol appliziert und in (C) 
die Differenzströme aufgetragen. Zu erkennen ist, dass Ethanol in physiologischer Dosierung weder einen Effekt 
auf den K+-Ausstrom noch auf den Na+-Einstrom hat.  
Kontrolle
Differenzströme
-90 mV 
-100 mV 
100 mV 
51,4 mM Ethanol (3 0/00)
500 pA 
100 ms 
A 
B 
C 
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4.9  Rundown 
In allen Messungen konnte beobachtet werden, dass mit fortschreitender Zeit nach erreichen 
der whole-cell-Konfiguration die gemessenen Ströme und Effekte kleiner wurden. Dieser 
‚rundown’ beschränkt sich nicht nur auf die Messung an GT1-Zellen, sondern konnte schon in 
vorangegangenen Arbeiten u.a. an Monozyten und Makrophagen beobachtet werden. Dieser 
Effekt erschwert das Erstellen von Dosis-Wirkungskurven, bei denen nacheinander Substan-
zen in verschiedenen Konzentrationen appliziert werden. Nach einer Zeit von ca. 15-20 Mi-
nuten stellt sich ein Gleichgewicht ein. In den meisten Fällen bricht jedoch auch kurz darauf 
der Seal zusammen, so dass der Experimentator darauf angewiesen ist, während der Zeit in 
der der ‚rundown’ stattfindet bereits Substanzen zu applizieren und Messungen durchzufüh-
ren.  
Der ‚rundown’ ist in Messungen in der perforated-patch-Konfiguration zwar ebenfalls vor-
handen, jedoch nicht so stark ausgeprägt. In der whole-cell-Konfiguration besteht ein direkter 
Kontakt zwischen Zytoplasma und Pipettenlösung. Eine mögliche Erklärung wäre die Diffu-
sion der frei löslichen, zytoplasmatischen Proteine in die Pipettenlösung und somit eine Ver-
dünnung des Zytoplasmas. Die Signaltransduktionskaskaden sind somit eingeschränkt, da die 
‚second messenger’ nicht mehr in der optimalen Konzentration vorliegen.  
Der ‚rundown’ kann jedoch auch bei Effekten beobachtet werden, die völlig unabhängig 
von Signaltransduktionskaskaden sind, wie z.B. das Öffnen spannungsabhängiger Ionenka-
näle. Das Berühren und Aufreißen der zu messenden Zelle durch die Pipette bedeutet eine 
große Irritation. Als Folge wäre es möglich, dass die Zelle beginnt, ihr Zytoskelett zu verän-
dern und Membranproteine zu internalisieren. Diese Hypothese würde den spontanen, sehr 
abrupt erfolgenden Zusammenbruch des Seals nach einer gewissen Zeit z.B. durch eine 
Retraktion des Zytoskeletts erklären.  
Ebenfalls könnte der Seal nach dem Aufbrechen der Zellmembran an Qualität zunehmen, da 
sich die Membranbruchstücke wieder zusammenfinden und an der Pipettenöffnung adhärie-
ren. Die dadurch bedingte Erhöhung des Abschlusswiderstandes führt zu einer Abnahme der 
Leckströme. Da diese Leckströme bei jeder Membranumladung den Effekt durch das Öffnen 
von Kanälen überlagern, nimmt die Größe des Effektes scheinbar ab.  
Beim Erstellen der Dosis-Wirkungskurve (Abb. 3.5) wurden 7 Messungen ausgewertet, bei 
denen das gleiche Applikationsprotokoll vorlag und daher die Applikation jeder Mentholkon-
zentration zum möglichst gleichen Zeitpunkt nach Aufreißen der Zellmembran stattfand. Um 
die ‚rundown-Effekte’ weiter zu verringern, darf die Zelle möglichst wenig mechanischem 
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Stress ausgesetzt sein. Hierzu eignet sich die perforated-patch-Methode, bei der allerdings ein 
erheblich größerer Aufwand nötig ist um die Vielzahl an Ergebnissen zu erhalten. Neben der 
Pipette verursacht auch die Perfusion eine Beeinträchtigung der Zelle durch Scherstress. 
Durch die Entwicklung des speziellen Messschuhs und durch den Einsatz der gravitationsge-
triebenen Perfusionsanlage wurde hier ein gleichmäßiger Flüssigkeitsstrom erzeugt.     
 
4.9  Ausblick 
Diese Arbeit zeigt die hemmenden Effekte von Menthol auf K+-Kanäle. Heterologe Expres-
sionssysteme, wie z.B. Xenopus-Oozyten, lassen es zu, die mRNA eines einzigen Kanals zu 
injizieren. Dieser Kanal wird selektiv an der Oberfläche exprimiert, sodass hier eine weitere 
Unterscheidung der durch Menthol inhibierten K+-Kanäle untersucht werden kann. So wäre es 
möglich, die für den IK(DR)-Strom-Anteil verantwortlichen Kanäle (wie u.a. der shaw-Kanal 
(Kv3.1), die KV1- und KV7-Kanäle) selektiv unter Mentholeinfluss zu betrachten. 
In Bezug auf die Mentholeffekte im Hypothalamus und zur Aufklärung des Kälteempfin-
dens wären Messungen geeignet, die direkt im Hypothalamus in Hirnschnitten durchgeführt 
werden. Neben Menthol müssen hier weitere Substanzen wie Icilin, ein stärkerer TRPM8-
Agonist, zum Einsatz kommen. Weiterhin ist der Wirkmechanismus von Menthol auf die 
Zellmembran und die K+-Kanäle noch nicht klar. Hier sind weitere Experimente mit Substan-
zen nötig, die dem Menthol ähnliche chemische Eigenschaften  haben, wie Phenole und Etha-
nol.  
Die Aufklärung der Mentholeffekte und der Wirkmechanismen würde helfen, diese in der 
Lebensmittelindustrie bereits weit verbreitete Substanz auch klinisch zu nutzen. Hier stehen 
iktogene und antiiktogene Prozesse im Rahmen der Epilepsieforschung im Vordergrund, an 
denen KV-Kanäle mit langsamen Inaktivierungskinetiken beteiligt sind. Weiterhin könnte 
möglichen Gefahren, wie Suchtverstärkung der Nicotinabhängigkeit, gezielt entgegen gewirkt 
werden.  
 
4.10  Preise und Publikationen 
Diese Dissertationsarbeit wurde unterstützt durch die Europäische Union durch das ‚Net-
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6 Anhänge 
Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
4-AP   4-Aminopyridin 
ADP   Adenosindiphosphat  
AS    Aminosäure 
ATP    Adenosin-5´-triphosphat 
BK    big conductance K+-channels 
CC    Current clamp 
CMR1   Cold and menthol receptor 1 (= TRPM8) 
Cox2   Cyclooxygenase 2 
CpG   Cytosine paired Guanine 
CRH   Corticotropin-Releasing Hormone 
Da    Dalton 
DAG   Diacylglycerol 
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium  
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonuklein Acid 
D-PBS   Dulbecco's Phosphate Buffered Saline 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EGTA   Ethylenglycol-bis(ß-aminoethylether) tetraacetic acid 
ER    endoplasmatisches Retikulum 
FCS    Fetal calf serum 
FSH    Follikelstimulierendes Hormon 
GABA   Gamma-aminobutyric-acid 
GDP   Guanosin diphosphate  
GnRH   Gonadotropin releasing hormone 
GTP   Guanosin triphosphate 
GPCR   G-Protein gekoppelten Rezeptor 
GT1    GnRH produzierende SV40 T-antigen transfizierte Zelllinie 1 
HUVEC   Human umbilical vein endothelal cell 
I.E.    Internationale Einheit 
LH    Luteinisierendes Hormon 
IKCa     Intermediate conductance Ca2+ dependent K+ channel (= SK4) 
IP3    Inositol-1,4,5-triphosphat 
LPS    Lipopolysaccarid 
LTB4   Leukotrien B4 
MW    molecular weight  
NADPH   reduced nicotinamid adenine dinucleotid phosphate 
OHC   Outer hair cell 
OVLT   Organum vasculosum laminae terminalis 
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PAG    Periaqueductal gray  
PGE2 / PGI2  Prostaglandin E2 / I2 
PIP2    Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
PKC   Proteinkinase C 
PLC    Phospholipase C 
mPOA   Medial Preoptic Area 
RES   Reticuloendothelial system (= MPS) 
RMP   Ruhemembranpotential 
RVD   Regularory volume decrease  
SK    Small conductance potassium channel 
TEA    Tetraethylamonium 
TMD   Transmembran Domäne 
TNF-α   Tumor necrosis factor-α 
TRPC   Transient receptor potential classical type 
TRPM8   Transient receptor potential melanostatin 8 
TRPV1   Transient receptor potential vanilloid type 1 
TTX    Tetrodotoxin 
VC    Voltage clamp 
 
Nicht aufgeführt sind: 
• Die Formelzeichen des Internationalen Einheitensystems (SI,  Le Système 
international d'unités) und deren abgeleitete Einheiten. Abkürzungen in Formeln sind 
dort angegeben.  
• Die Abkürzungen für chemische Elemente. Sie entsprechen den Angaben des 
Periodensystems der Elemente nach der International Union of Pure and Applied 
Chemistry (IUPAC). 
• Allgemein gebräuchliche Abkürzungen der deutschen Sprache nach dem Duden. 
• Abkürzungen, die im Text erläutert sind. 
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